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المقدمة 


يتوقع من الطلبة الذين يدرسون مادة التحضير امجهري. إعداد شرائح مجهرية 
تساعد في دراسة الخلايا والأنسجة والأعضاء. ويمكن إتمام هذاء بأربع طرائق تحضير 
رئيسية هي: التقطيع 8 والمسح أو الفرش 5::63:128 وال هرس أو الدعك 
8 والتحضيرات الكاملة 84011215 7/5016. وسنوجز فيما يلي هذه الطرائق 
الأربعة» ومن ثم سيتم تفصيلها بشكل موسع في فصول لاحقة. 

1. التقطيع 8 فبإففي هذه الطريقة يتم قطع الأنسجة. إلى مقاطع رقيقة 
جداً (15210إ). ولكون كثير من الأنسجة النباتية والحيوانية طرية يصعب 
قطعهاء فيجب أن تقسى قبل عملية القطع؛ وذلك بتثبيت النسيج بمواد 
كياوة عاض فيه 
ولتحضير النسيج للقطع يجب غسل المثبت 1180076 عنهء ثم إزالة الماء 
0 منه. وترويقه 2016311028). وطمره 82700600108 في السشمع 
ليتشربه خلال خلاياه. وهكذا يعمل الشمع كدعامة داخل النسيج. ثمكن من 
قطعه إلى مقاطع يصل سمكها إلى عشرة ميكرومترات. وبعدهاء توضع 
المقاطع على شرائح مجهرية. وتصبغ وتغطى بأغطية زجاجية رقيقة. وفي 
الحالات الطارئة» التي يُحتاج فيها إلى شرائح بسرعة؛ كما في الدراسات 
المرضية؛ يمكن الاستغناء عن كل ما سبق ذكره في تحضير المقاطع؛ بتجميد 
النسيج الذي يسمى خزعة 'ا5م010 ثم قطعه وصبغه في الحال. 
والمقاطع تكون إما طولية [6101881أع1.028 أو عرضسية (02055) 21582516156 
أو جبهية (أمامية) 1'2012121. 

2. المسح أو الفرش 5732632:1988: في هذه الطريقة, يمسح السائل. كالدم أو 
البول» أو مزرعة البكتيرياء أو مسحة من الحنجرة أو المهبل. ويفرش كطبقة 
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رقيقة على شريحة زجاجية» ويمكن عمل ذلك من الأنسجة الرخوة الطازجة. 


. الحمرس أو الدعك ع9ذط5010085: بعض الأنسجة ليست رخوة بدرجة تكفي 


لفرشها على الشرائح؛ وليست قاسية بما فيه الكفاية: ليتسنى قطعها دون 
طمرها في الشمع. لذاء فإن اللهمرس هو الطريقة المثلى لتحضيرهاء وذلك 
بفصل الخلايا عن بعضهاء عبر تفكيك المادة بين الخلوية. وفي العادة, تعمل 
تحضيرات دائمة أو مؤقتة بهذه الطريقة. 

ومن الأنسجة التى تحضر بهذه الطريقة؛ الأنسجة النباتية كالقمة النامية للساق 
والجذر والجايضن والبتلات. ومن الأتسجة الخيوائية الخده اللعائية لذبائنة 
الفاكهة «ء!كمع 1/270 |11( مه0ده10. 


. النماذج الكاملة 7100845 78/8016: في هذه الطريقة توضع العينة كاملة. إذا 


كانت صغيرة وشفافة بشكل يسمح بوضعها على شريحة. وتجري عليها 
عليمات التثبيت» وإزالة الماء» والترويق والصبغ والتغطية كما في المقاطع. 
وهذه الطريقة مفيدة في تحضير الكائنات الأولية أو الطفيليات أو الأجنة 
الصغيرة.وإذا كانت العينة كبيرة الحجم. فيؤخذ قسم منا يتناسب وحجم الحيز 
المتاح على الشريحة. 

سنعالج في الجزء الأول من هذا الكتاب الأسس النظرية لخطوات تحضير 
الشرائح المجهرية. أما في الجزء الثاني» فستتعامل مع التطبيقات العملية في هذا 
المجال. 
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سمهيد 


يسرني أن أقدم هذا الكتاب كمرجع جديد في مجال التحضيرات المجهرية 
الضوئية لاستخدامه من قبل الطلبة الذين يتتخصصون في التحاليل الطبية أو في العلوم 
البيولوجية والزراعية. ولقد أخرجت الكتاب بهذه الطريقة وبهذا المضمون بعد 
مراجعة خبرتي السابقة في تأليف كتاب ١‏ المبادئ الأساسية للتحضير المجهري الضوئي» 
وكتاب «دليل مختبر التحضير الجهري الضوئي» ( مع الزميل أ.د. رمسيس لطفي) في 
مطلع الثمانينات» إضافة إلى خبرتي العملية الطويلة في تعليم هذه المادة لطلبة التحاليل 
الطبية والعلوم الحياتية في عدة جامعات لمدة تزيد عن عشرين عاما. كذلك. فإن 
ملاحظات أفواج الطلبة الذين علمتهم هذه المادة شكلت عنصراً إيجابياً في هذا الاتجاه. 

يمتاز هذا الكتاب بسمات أبرزها التداخل السلس والتكامل الواضح بين 
الأسس النظرية والتطبيقات العملية لمادة التحضيرات المجهرية الضوئية. إضافة إلى 
ذلك. فإنني عززت الفصل المتعلق بالتطبيقات العملية بأشكال مختلفة. وخاصة في 
موضوع تحضير مقاطع من أنسجة حيوانية» إذ زوّد هذا الفصل بثلائين شكلاً ملوناً 
تغطي أعضاء ثديية مختلفة. وراعيت نفس التوجه بالنسبة للفصول المتعلقة بالأنسجة 
النباتية والنماذج الكاملة. علاوة على ذلك. فإن الكتاب يشمل ملاحق مختلفة. ومن 
أهمها تلك المتعلقة بالشركات المعنية بتوريد الأجهزة والتجهيزات اللازمة لتأسيس 
مختبرات نحضير مجهري ضوئي. 

ويتطلب التعليم الجيد لمادة هذا الكتاب معرفة معقولة بالأسس النظرية والخلفية 
العلمية المناسبة عن التحضيرات المختلفة» وخاصة فيما يتعلق بالأنسجة الحيوانية والنباتية. 
إن الهدف الأكبر في هذه المادة هو اكتساب المهارات العلمية لتحضير شرائح محملة بأنواع 
مختلفة من التحضيرات المجهرية الجيدة» إضافة إلى فم محتوى تلك التحضيرات وتقييم 
مستواها. 
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لقد حرصت عند إعداد هذا الكتاب أن يكون معيناً لخريج تخصص التحاليل 
الطبية بحيث يؤهله للعمل في مختبر ات الأنسجة المعتلة (13502260515 نوع2)010م). 
وبنفس الحرصء راعيت أن يكون هذا المرجع مرتكزاً يستند إليه خريج العلوم الحياتية 
أو التحاليل الطبية أو الزراعية فيما لو عمل في حقل التدريس أو أكمل دراساته العليا 
في محالات العلوم الحيوانية أو النباتية. ولتحقيق الطموحات المرجوة من تعليم هذه 
المادة, أقترح أن يخصص لا محاضرتين؛ وأن يكرس لا ما بين أربع وست ساعات 
أسبوعيأء كما وأقترح أن تعلم هذه المادة في السنة الجامعية الثالثة. 

إننى أقدم هذا الجهد المتواضع كمساهمة في إثراء المكتبة العلمية العربية التي 
تكاد تخلو من هذا النوع من المراجعء وإنني إذ أؤمن بان أي مؤلف لا يمكن أن يخلو 
من أية هفوات أو سلبيات؛ فإنني لأتمنى على الزملاء والطلاب المعنيون بتعليم وتعلم 
هذه المادة أن يقدموا أية ملاحظات أو اقتراحات تساعد في تحسين هذا الكتاب في 
طبعة قادمة بعون اللّه. وأود في هذا المقام تقديم شكري للناشر السادة دار المسيرة لما 
قدموه من إمكانيات لإخراج الكتاب بهذا الشكل. 

المؤلف 
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الفصل الأول: التثبيت 


الفصل الأول 
التشبيمت 


عندما يعزل النسيج عن الجسم. أو يقطع عنه الدم؛ فإنه يأخذ في التحلل. وقد 
يعود ذلك إلى عوامل بكتيرية. أو إلى التحلل الذاتي 515/إ20101. بفعل إنزيمات 
الأنسجة نفسها وانقطاع الأكسجين عنهاء وتراكم الفضلات كثاني أكسيد الكربون. 
ويحدث هذا لكل أنسجة الجسم بعد الموتء نما يؤدي إلى تفكك بروتينات الخلايا 
وبالتالي تميعها. 
ولما كانت غاية التحضير المجهري الضوئيء. هي الحصول على مقاطع من نسيج 
معين محالة مشابهة للوضع الطبيعيء فإن من الضروري حفظ هذا النسيج بأسرع ما 
يمكن بعد إخراجه من الجسم. ويتم هذا بعملية تسمى التثبيت 131108 التى تؤدي. 
بالإضافة إلى إيقاف التحلل أو تأثير البكتيرياء إلى الفوائد التالية: 
1. فوائد التثبيت 
1. إبقاء محتويات النسيج على حالها من حيث موقعها وطبيعتها وحجمهاء. وذلك 
بتقوية بُنية النسيج, مما يمكن من عمل تحضيرات دائمة منه. 
2 تقوية الأنسجة بتقسيتهاء لتصمد أمام العمليات التالية كالقطع بأقل قدر من 
التشوه. 
3. تحسين قدرة أجزاء النسيج على تقبل الصبغ. 
4. جعل مركبات النسيج تقاوم الحرارة العالية» عند الطمر في الشمع وتخلله 
ها. 


2. مواصفات المثبت الجيد 
ولكي يكون المثبت جيداً يجب أن يتميز بالمواصفات التالية: 
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1. سرعة النفاذ إلى داخل النسيج. 
قلة التأئير الكيماوي والفيزيائي على مكونات النسيج. 
عدم تغير تركيبه مع الزمن. 
سهولة التداول. 
اعتدال السعر. 
وإذا لم يكن التثبيت جيدأء فإنه يؤدي إلى ظهور أشكال مصطنعة 166015 
ولا يمكن علاج نتائجه؛ وعليه فإن الاهتمام بالتثبيت. يعبر أمرأ حيوياً في 
تحضير العينات. 
3. أسس التثبيت 
3 الحصول على النسيج 

بعد قتل الحيوان أو الحصول على العضو المعني» يثبت النسيج المطلوب في 
مكانه في الجسم. بغمره بمحلول ملحي ثم ينقل إلى وعاء يحنوي المثبت؛ وهناك يقطع 
إلى قطع صغيرة محجم 555 ملم بشفرة حادة» وأخيرا ينقل بطريقة ملائمة: إلى 
قنينة صغيرة 7131 تحتوي المثبت ويترك فيها المدة المقررة. وعند نقل النسيج إلى القنينة 
يراعى عدم تعريضه لأي ضغط (بواسطة ملقط) أو ثقوب (بواسطة إبرة تشريح) لأن 


ذخ هأ لح ع 


3 حجم النسيج 

حتى يتم نفاذ المثبت أو تسربه إلى داخل النسيج بسرعة؛ يجب أن لا يزيد حجم 
النسيج عن 555 ملم. لأنه إذا زاد الحجم كثيراء فإن المثبت لا يصل داخل 
النسيج بسرعة. وقد يؤدي ذلك إلى حدوث تغيرات في بنيته. 
3 حجم المثبت 

يكون حجم المثبت عادة 10-5 أضعاف حجم النسيج. ولكن يستثنى من ذلك 
بعض المثبتات مرتفعة الثمن. مثل رابع أكسد الأوزميوم 601 نا رةه . 
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3 وسم الأنسجة 

لتجنب اختلاط الأنسجة مع بعضها خلال العمل؛ يوضع مع كل نسيج ورقة 
صغيرة يكتب عليها اسم النسيج. ووقت وتاريخ التثبيت» وتكتب هذه المعلومات إما بقلم 
رصاص أو بالحبر الصيني؛ وتعتبر هذه العملية غاية في الأهمية في حالة الدراسات المرضية. 
3 مدة التثبيت 

تختلف مدة التثبيت حسب نوع المثبت. فعند التثبيت بمحلول فورملين 
81 تركيزه 10/ يمكن إبقاء النسيج من 12 ساعة حتى بضعة أسابيع؛ أما في 
مثبت فلمنج 0128تد: 716 فلا تزيد هذه المدة عن 24 ساعة. وعند استعمال مثبت 
كارنوي 'إ20دمة) تترواح فترة التثبيت من 6-3 ساعات فقط. 
4. طرائق التثبيت 

يتم التثبيت إما بوسائل طبيعية او كيميائية . 
4 التثبيت بالوسائل الطبيعية 

يندرج تحت هذا النوع استخدام وسائل الحرارة» والتجفيف عند درجة الحرارة 
العادية» أو المنخفضة. والتجميد. وسنعالج كل طريقة على حدة: 

4 التثبيت بالحرارة 

ترتكز هذه الطريقة على كون البروتينات تتخثر بالحرارة» وعيبها الوحيد هو 
تكون أشكال مصطنعة 5ا3:01420 داخل الأنسجة. 

4 التثبيت بالتجفيف عند درجة الحرارة العادية 

تفيد هذه الطريقة عند تحضير مسحات الدم. أو نخاع العظم. ولكن استعماها 
محدود. ويحتاج الأمر عادة إلى مثبت آخر عند الصبغ. 

4 التثبيت بالنيتروجين السائل 

في هذه الطريقة يقطع النسيج قطعاً صغيرة» تجمد في النيتروجين السائل 
(-7160*س». تم تجفف في جهاز خاصء وتطمر حالا في شمع البرافين. هذه الطريقة 
مفيدة في إظهار الإنزيمات والدهون في المقاطع؛ و بها يُتجنب استعمال المواد 
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الكيماوية» فتبقى مكونات النسبج على حالهاء ولكن يؤخذ عليهاء صغر حجم 
العينات» وتكون بلورات الجليد فيها. 
4 التثبيت بالوسائل الكيميائية 

لعل أهم ميزة للمثبتات الكيماوية هي قدرتها على تثبيت الأنسجة بكفاءة 
عالية. ولكن لا يعتمد مثبت واحد لتثبيت الخلايا أو مكونات النسيج. وهذا هو سبب 
وجود عدد كبير من الصيغ الكيماوية للمثبتات المستعملة في التحضيرات المجهرية. 
وكما سنبيّن لاحقأ فإن معظم المثبنات تحضر من أكثر من مكون واحدء ليتسنى 
الاستفادة من الخواص التي يتمتع بها كل مكون. 

والمثبتات الكيماوية إما أن تخثر البروتين وتحافظ على هيكلية الخلايا بحيث يسهل 
اختراقها من وسط التشريب؛ غير أنها تحطم بعض العضيات. مثل الميتوكوندريا. ومن هذه 
المثبتات حامض البكريك وكلوريد الزئبق والكحول الإيثيلي. والأسيتون . وإما أن لا تخشر 
البروتين وتحول السيتوبلازم إلى مادة هلامية غير مترسبة تكون فيها العضيات محفوظة 
بشكل جيد. ولكن لا يخترقها وسط التشريب بسهولة. ومن هذه المثبتات. الفورملدهايد 
وحامض الخليك وثنائي كرومات البوتاسيوم, ورابع أكسيد الأوزميوم. 

وعلى هذا الأساس. فإن المثبتات الجيدة تحنوي مكونات مخثرة وأخرى غير 
مخثرة بحيث تجمع فوائد النوعين. ونستعرض فيما يلي أكثر المثبتات شيوعاً: 

4 الفورملدهايد( 011011)) عل0زطء10[قصده1) 

يتوفر الفورملدهايد تجارياً كغاز مذاب في الماء إلى درجة الإشباع. بنسبة تترواح 
من 40-30/ من وزن المحلول. ويعتبر هذا المحلول المشبع فورملين 100/. وعند 
استعماله كمثبت» يؤخذ حجم واحد من فورملدهايد ويضاف له تسعة أضعافه من 
لماء. لنحصل على محول 10/ فورملين. ويتعكر محلول الفورملين لدى حفظه على 
الرفوف لفترة طويلة» وخاصة عند درجات الحرارة المنخفظة» ويتكون راسب أبيض 
يدعى بارافورمالدهايد 23:210:021067(06 نتيجة تبلمر الفورملين» ويمككن تصفيته 
بالترشيح. ويتفاعل الفورملين مع مجموعات 112ل( - © ١/11‏ و 11ل( - © - 0 
و511- و011- في البروتينات المختلفة» وينتج عن ذلك تكوين جسور ميثلين التي 
تعطى ثباتاً للجزئيات البروتينية في الأنسجة. 
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ولاستعمال الفورملين كثير من الفوائدء منها ثباته. وسهولة تحضيره ورخص 
ثمنه. وقدرته على النفاذ السريع؛ واعتدال تقسيته للأنسجة؛ ومحافظته على بناء الخلية. 
وهو يعتبر أحسن مثبت للأنسجة العصبية. ولكن يؤخذ على استعماله بعض العيوب. 
كتأثير بخاره على العينين والجهاز التنفسي. ويمكن تقليل ذلك بتهوية مكان العمل. 
كما أنه يسبب التهابات جلدية لدى بعض الناسء ما يوجب لبس قفازات مطاطية 
عند استعماله. أما عيبه فهو أنه يسبب ظهور بقع بنية مسودة في الأنسجة الغنية بالدم 
كالطحال والكبد. ويمكن التخلص من هذه البقع إذا عو جحت المقاطع بمحلول 
هيدروكسيد البوتاسيوم بتركيز 1/ محضر بكحول تركيزه 80./. 
تحضر مثبتات الفورملين بعدة طرائق» ولكن أحسنها هي الصيغة التي اقترحها 
ليلي 1116نآ عام 1948. لأنها تعطي مثبتاً متعادلاً ومتوافقاً مع ضغط الخلايا 
الأسموزي. وهي كما يلي: 


أ. ماء مقطر ٠/2665‏ 015611160 010001 اال 0 
ثنائي الهيدروجين (غير مائي) 4 21 ممم 00000 3.5.0000 غم 
أحادي الهيدروجين (غير مائي) 204 ظ2ظ2 م .0 6.5.0000 غم 

د. فورملين 1002110 اطق م و ولا ور الما لماو ا ل م100 يهل 


ويمكن حفظ الأنسجة في هذا المثبت لمدة غير محدودة وتغسل بالماء بعد تثبيتها. 
4 مثبتات حامض البكريك 1122018765 لاع عأىزط 
حامض البكريك (ثلاثي نيتروفينول) 56201م1510150؛: أحد المثبتات الشائعة, 
وهو يثبت الأنسجة عن طريق تكوينه روابط بين جزئيات البروتين الليفية. ومثبت 
بوان «ذنا80 شائع الاستعمال. هو أحد هذه المثبتات. وصيغته هي: 
محلول حامض البكريك المائي المشبع 0 


210 1611م 201160115 5310113660 
فورملين مركز 10502112 6026621523660 عام الع ام مل ا عا 25 هل 


22:1 


الجزء الأول 

حامض خليك ثلجي 260 عناء30 3011اع ومو و ما ما ا مل 

من فوائد استعمال حامض البكريك: ثباته واعتداله تقسيته للأنسجة. وقدرته 
على تحسين صبغ سيتوبلازم الخلاياء ويساعد في إظهار الجلايكوجين بوضوح. كما أنه 
يصبغ الأنسجة بلون أصفر وهذا مفيد في الأنسجة صغيرة الحجم. وحتى لا يتدخل 
هذا اللون بعملية الصبغ. فإنه يتوجب التخلص منه وذلك بوضع العينة المثبتة بكحول 
تركيزه 1/70 ومضافاً إليه بضع قطرات من محلول مشبع من كربونات الليثيوم 
3 ... ولسرعة تخلله الأنسجة, فإنه يسبب لها بعض الانكماش. ويمكن التعويض 
عن الانكماش المذكور بإضافة حامض خليك ثلجي. 

ومن عيوب هذا المثبت أنه يسبب تحللاً كاملاً أو جزئياً لكريات الدم الحمراء. 
كما أنه يفكك الأحماض النووية. فيمنع تفاعل فولجحين مععم[ناء"1 وهو أيضا رديء في 
تثبيت كلية الثدييات. 

تثبت الأنسجة في محلول بوان لمدة 24-12 ساعة» ويجب غسلها بمحلول كحول 
إثيلي تركيزه 70/. مرتين أو ثلاثة» حتى تتخثر أملاح البكريتات 21023]65 التي تتكون 
نتيجة تفاعل حامض البكريك مع المجموعات القاعدية في بروتينات الأنسجة. 

4 المثبتات الكحولية 11220175 عنامطمعا4 

يغير الكحول طبيعة بروتينات الخلايا نتيجة تفكيك روابط ال هيدروجين. وتسبب 
تركيزاته المنخفضة تفكك الخلايا. ومن عيوب الكحول كمثبت. تسببه في انكماش الأنسجة 
وتقسيتها. والمثبت المعروف من هذا النوع هو محلول كارنوي ذو الصيغة التالية: 


كحول الايثيل المطلق 0[1طم16ش4 ألإطاظ عأناأهؤطم ءا واب م تاتيل ةر 60 هل 
كلورفروم اروف زن زن لاق ا ا ا ا ا 2 فدهل 
حامض خليك ثلجي 010 عناءءة 0126121 حا محا عسوو ا ل و0 1 مل 


ومن فوائد استعمال هذا المثبت: قدرته على تثبيت الأنسجة بسرعة. وتوضيح 
الجلايكوجين و أجسام نسل 800165 2/151 (في الخلايا العصبية)؛ أما إذا تركت فيه 
العينات لمدة طويلة» فإنها تأخذ في الانكماش. 

تتراوح مدة التثبيت في محلول كارنوي بين 6-3 ساعات. وبعد التثبيت يجب 
غسل الأنسجة في الكحول المطلق لمدة ساعتين؛ للتخلص من الكلوروفوم. 
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4 حامض الخليك (0011© :آ11©) لخ عناءء4 

يسبب هذا المثبت انتفاخ الأنسجة: لذا يدخل في تركيب كثير من المثبنات. ليكون 
عاملاً معوضاً للانكماش الذي يتأتى من استعمال مثبنات مثل الكحول أو حامض 
البكريك. ولا يثبت حامض الخليك بروتينات الأنسجة. غير أنه يخشر كروماتين النوى. 
ولذلك فهو يدخل في تركيب المثبتات التى تحافظ على بنية الكروموسومات. 
5. أساليب التثبيت 

يمكن إجراء التثبيت بالوسائل الكيماوية بأساليب مختلفة منها التثبيت بالأبخرة» 
حيث يخضع التحضير المجهري لأبخرة المثبت», وفي هذه الطريقة تحمل العينة على شريحة 
وبعد تجفيفهاء يعرض وجه الشريحة الحامل للعينة إلى بخار المثبت» وذلك بوضع ذلك 
الوجه فوق عبوة مناسبة تحتوي المثبت. وتساعد هذه الطريقة في دراسة الخلايا 
المعزولة. ومن أهم الأبخرة غاز رابع أكسيد الأوزميوم والفورملدهايد. 

أما التثبيت بالسوائل. فيتضمن استعمال المثبتات في حالتها السائلة بالأساليب التالية: 
5 الغمر 1111111615102 

هذه طريقة شائعة جدأء وفيها توضع الأنسجة في المثبت؛ بحيث يكون حجم المثبت 
أكبر من حجم النسيج بمقدار 10-5 مرات. ويجب أن يحيط المثبت بالنسيج من جميع 
النواحي. ولذلك ينصح بوضع قطعة قطن في أسفل إناء الغمر قبل المثبتء ثم تضاف 
الأنسجة. وفي حالة الأنسجة التي تغطيها طبقة مخاطية» أو دم متخثر, يظل تثبيتها ناقصاًء إذا 
م تحرّر مما يغطيها قبل غمرها في المثبت. أما إذا كان في النسيج فجوات هوائية؛ أو غازات 
كما في الرئة فيوضع إناء الغمر والمثبت في جهاز تفريغ الهواء لإزالة الغازات من النسيج. 
5 الحقن 109اعء[م1 

في هذه الطريقة. يحقن المثبت في جوف الحيوان المراد تثبيته كله. والذي يكون عادة 
صغيراً. ويتبع الحقن غمر الحيوان في مثبت معين. وتستعمل هذه الطريقة في حفظ عينات 
المتاحف الحيوانية وفي مختبرات تشريح الحيوان بمثبتات مثل الكحول أو الفورملين. 
5 الإرواء 7 0أكنالسء2 

في هذه الطريقة» تثبت الأنسجة بضخ المثبت بالدورة الدموية. وهي مفيدة في 
حفظ الأعضاء التي تحتاج إلى سرعة في التثبيت» ولكن يصعب الوصول إليها بسرعة. 


22. 


الجزء الأول 


كما تفيد في تثبيت الأعضاء الكبيرة» التى لا يسمح حجمها بغمرها. ومن النماذج 
على ذلك الجهاز العصى المركزي. والأذن الداخلية للثدييات. 

في هذه الطريقة: يمْدّر الحيوان المخبري (مشل الجرذ) ويدخل المحلول الملحي 
(حوالي 100-50مل) إلى البطين الأيسر عبر قن إرواء ةاناهة0 «وذكنة:76؛ بحيث 
يخرج السائل من شق في الأذين الأيمن (شكل1).: وذلك حتى يصبح السائل الخارج 
رائقا. بعد ذلك. يدخلٍ المثبت» بنفس الطريقة؛ ويتم الإرواء حتى يصبح الحيوان 
المخبري قاسيا. وآأخيرا يستخرج العضو المعنى ويعالج بالطريقة التقليدية. يستخدم في 
هذه الطريقة حوالي 100 مل من المثبت؛ وتستغرق العملية حوالي 15 دقيقة. 
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شكل 1: تثبيت حيوان حدر بالإرواء من البطين الأيسر إلى الأذين الأيمن 
يمر الحلول الملحي أولاً خحتى يصبح المحلول الخارج رائقء وبعد ذلك يُروى جسم الحيوان 
بالمثبت حتى يصبح الحيوان قاسياً. ويستعمل عادة 100 مل من المحلول الملحي لجرذ وزنه 300-200 
غمء وتستغرق هذه الطريقة حوالي 15 دقيقة. 
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الفصل الثاني: الفسل وإزالة الماء والترويق 


الفصل الثاني 
الغسل وإزالة الماء والترويق 


ذكرنا سابقاً أن الأنسجة المعدّة للتحضير الجهري الضوئي. تثبت أولأ ثم 
تتعرض لعمليات غسل وإزالة ماء وترويق» وذلك بهدف تهيئتها لعمليات التشريب 
والطمر. ثم القطع لاحقاً. وني هذا الفصل سنعالج العمليات الثلاث الأولى التي تلي 
مرحلة التثبيت» وسنبدأ بعملية الغسل. 
1. الغسل 2511128/آ 

تجري عملية غسل النسيج لإزالة أية بقايا للمثبت. حتى لا تؤثر على العمليات 
اللاحقة. ويكون الغسل بعدة تغييرات من الماء. أو الحاليل المنظمة 5عأن8 
5]ناأه. وفي حالات أخرىء تغسل الأنسجة بكحول إيثيلي تركيزه 50/ أو 2/70 
وخاصة عند استعمال مثبت بوان. وبعد الغسلء يمكن حفظ الأنسجة في محلول 
كحولي تركيزه 70/. لعدة أسابيع. ولكن الأفضلء إجراء عمليات إزالة الماء والترويق 
والتشريب مباشرة؛ لأن الحفظ لمدة طويلة يقلل من قابلية الأنسجة للصبغ. 
2. إزالة الماء 1017:012201011 

تلي هذه العملية خطوة إزالة المثبت» وهي تعني ببساطة. إزالة ماء الأنسجة التي 
ستجري عليها عمليات التشريب والطمر في شمع البرافين. فشمع البرافين لا يختلط 
بالماء. لذا يجب إزالة الماء المتواجد بداخل الخلايا وخارجهاء وتتم هذه الخطوة بمادة 
تختلط مع الماء. والمادة الشائعة والجيدة. هي الكحول الإيثيلي الذي يستعمل بشكل 
متدرج (950/70:/30/, ثم 100/). 

يعتبر التدرج في إزالة الماء ضروري جدأء لأن نقل النسيج من الماء إلى محلول كحولي 
تركيزه 95/ مثلاء يؤدي إلى تشويه النسيج» وضمور فجواته نتيجة لانتشار الكحول 
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الجزء الأول 
الفجائي فيه. ويفضل بعض الفنيين استعمال سلسلة أكثر تدرجاً من الكحول 
(95:/75./40:/15/ ثم 100,/). 

تعتمد خطة إزالة الماء من النسيج. على نوع المثبت المستعمل. فمثلاً إذا كان النسيج 
مثبتأ بالفورملين» فيجب غسله بالماء» ليتبع ذلك تعرض النسيج لتدرج كحولي صاعد يبدأ 
بتركيز 30/ وينتهي بتركيز 100/. أما إذا كان النسيج مثبتاً محلول كحولي (تركيزه 70/. 
مثلً): فينقل النسيج رأسأ إلى كحول 90/-95/. ويفضل أن تتم الإزالة النهائية للماء 
باستعمال كحول 100/. مرتين على الأقل. 
2 المدة اللازمة لإزالة الماء 

تعتمد هذه المدة. على حجم ونوع العينة قبل قطعهاء وتتراوح مابين 1-1/2 
ساعة لكل خطوة. ويجب إجراء خطوة الكحول المطلق مرتينء للتأكد من الإزالة 
الكلية للماء. أما إزالة الماء من المقاطع فإنها تستغرق دقفيقتين لكل خطوة. وتجدر 
الإشارة إلى عدم ترك عيّنات الأنسجة (وليس المقاطع) مدة طويلة في كحول 95/ أو 
0 حتى لا تصبح قاسية ويصعب قطعها. غير أنه يمكن ترك العينات بكحول 
تركيزه 70/ لفترة طويلة دون تأثير كبير على الأنسجة وذلك لعدم تأثر اسمورّية 
الأنسجة بهذا المحلول. 
2 تحضير تركيزات كحولية 

بسبب ارتفاع سعر الكحول المطلق. فإن كحول 95/ يستعمل عادة لعمل التركيزات 
المنخفضة. فمثلا لعمل كحول تركيزه 75/. يؤخذ 75 مل كحول 95/ ويضاف إليها 20 
مل ماء مقطر. ويمكن اعتماد الصيغة التالية لإعداد تركيزات الكحول: 

لتحضير محلول تركيز (س2/) من تركيز (ع/): خذ حجم (س) مل من 
محلول ذو التركيز (ع/) وأضف له ماء بحجم يساوي الفرق بين التركيزين س و 
ع. فمثلاء إذا طلب تحضير محلول كحولي تركيزه 50/ (س) من محلول كحولي 
تركيزه 70/ (ع). خذ 50 مل من الكحول الأول (س) وأضف له 20 مل (70- 
0) من الماء. 
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الفصل الثاني: الغسل وإزالة الماء والترويق 
2 مزيلات الماء الأخرى 

هناك مزيلات ماء أخرى. يمكن استعماها كبديل للكحولء. مثل أسيتون 
406086 فهو رخيص الثمن, ولكنه متطاير وسريع الاشتعال. وديوكسان 
عهة210 مثال آخرء ويمتاز بكونه يمتزج مع الماء والكحولء والزايلين والبرافين 
وبلسم كندا. لذا يمكن نقل الأنسجة من أي مثبت إلى ديوكسان مباشرة؛ لكنه 
سام ولا ينصح به للاستعمالات العادية. ويجب أن تنصف كل مزيلات الماء 
بامتزاجها مع الماء ومحاليل الترويق. 
ملاحظات: 
1. لا يبقى أي مزيل للماء مركزأء إذا تركت الأوعية التى تحويه غير مغلقة بإحكام. 
لذا يجب إجراء الخطوات النهائية في أوعية صغيرة مغلقة. ويستدل على عدم 
اكتمال إزالة الماء من الأنسجة بظهور طبقة رقيقة من راسب أبيض عليها عند 
وضعها في محاليل الترويق. 
2 يمكن أن يحتوي الكحول المطلق نسية 2/ ماء. وللتأكد من عدم احتوائه أكثر 
من ذلك. يضاف إليه بضع قطرات من زايلين عمعالاءا أو تلوين عمع11ه1. 
فإذا تعكر فإنه يحوي أكثر من 2/2 أما إذا بقي صافياً فيمكن اعتباره مطلقاً. 
3. الترويق 312128ء1) 

تنقل الأنسجة بعد إزالة الماء منها تمامأ إلى بيئة تعمل كوسيط بين الوسط 
المزيل للماءء ووسط التشريب بالشمع. وهذه العملية ضرورية إذا كان مزيل الماء 
كالكحول لا يمتزج بالشمع. أما إذا كان مزيل الماء يمتزج بالشمعء كما في 
ديوكسان 170226 و بيوتانول 81143801 فإن عملية الترويق لا ضرورة لها. 

تجعل المروقات النسيج شفافاً. لأنها ترفع معامل انكسار مكوناته» وتزيل بعض 
دهنياته وهي تضاف بنسبة 1:10 من حجم النسيج. ويؤدي الترويق غير الكامل إلى 
تعثر عملية القطع. كما في حالة عدم اكتمال إزالة الماء؛ وتبدو الأنسجة غير تامة 
الترويق معتمة» وتظهر لون كالحليبء وفي هذه الحالة يجب إعادة عملية إزالة الماء قبل 
إجراء الترويق. وإذا كانت عملية إزالة الماء كاملة؛ فيكفي تغيير المرّوق مرتين تتراوح 
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الجزء الأول 
مدة كل منهما بين نصف الساعة والساعة حسب حجم ونوع النسيج. وتروّق عينات 
الأنسجة قبل قطعها مرتين . مدة كل منها حوالي 30-15 دقيقة وتروّق المقاطع مرتين» 
تتراوح مدة كل منها بين 3 و 5 دقائق. 
3 مواصفات وسط الترويق الجيد 

توجد عدة أنواع من وسائط الترويقء ويتميز الجيد منها بالصفات التالية: 

1. سرعة التخلص من مزيل الماء. 

2 بطء التطاير. 

3. سرعة الترويق دون التأثير على النسيج. 

4. اعتدال السعر. 
3 وسائط الترويق 486515 128:و»1) 

على الرغم من وجود عدة وسائط ترويق. إلا أن الزايلين يعتبر أكثرها شيوعاً 
وذلك بسبب اعتدال سعره وأدائه لعملية الترويق بشكل مرض. ومن وسائط الترويق 
الأخرى: زيت خشب الأرزء والبنزين» والكلورفورمء والثولوين. 

3 الرزايلين (الزيلول) (101جة) عمدع1جة 

شائع الاستعمال في الترويق. درجة غليانه حوالي 140 ”سء. رخيص 
الثمن» وسريع التأثير؛ ويجعل الأنسجة شفافة» كما يمكن إزالته بسهولة أثناء 
التشريب. ولهذا الوسط بعض العيوبء. إذ يسبب انكماش الأنسجة وتقسيتها إذا 
تركت فيه لمدة طويلة (تحتاج الأنسجة صغيرة الحجم التي يبلغ سمكها 3ملم. مدة 
ترويق تتراوح بين 15 و 30 دقيقة). كما أنه لا يصلح لترويق أنسجة المخ والأنسجة 
الليمفاوية» لأنه يجعلها هشة. 

53 زيت خشب الأرز [أ0 7١000‏ :0» © 

تستعمل الأنواع الخفيفة منه لأغراض الترويق» وتتراوح درجة غليانه بين 165 
و9237س. لا يسبب للأنسجة أية تقسية» حتى لو تركت فيه لمدة طويلة؛ كما أنه 
يتخللها بسرعة. هذا الوسط مرتفع الثمن» ويحتاج لمدة طويلة لإخراجه من الأنسجة 
في فرن الشمع؛ ويجب تغيير الشمع 3 مرات للتخلص من بقاياه. 
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الفصل الثاني: الغسل وإزالة الماء والترويق 
3,3 الكلوروفورم اق 
درجة غليانه 61”س. وله تاثير أقل على الأنسجة؛ من حيث الانكماش أو 
التقسية إذا قورن بالزايلين. يعتبر مروقاً ممتازاً للأجنة والجهاز العصى والأعضاء 
الليمفاوية» كما أنه يتبخر بسرعة في فرن الشمعء ولا يشتعل ولكنه غالي الثمن نوعاً 
ما. 
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الفصل الثالث: التشريب والطمر 


الفصل الثالث 


التشريسب والطمسر 

كانت غاية جميع العمليات التي عالجناها في الفصلين السابقين» هي إعداد 
الأنسجة لعملية التشريب. ومن ثم طمرها في شمع البرافين» لتحضير مقاطع رقيقة 
منهاء لأن الأنسجة الحيوانية رخوة» يصعب قطعها إلى مقاطع (حوالي 10 
ميكرومترات) لدراستهاء دون وسط صلت يدعمها من الداخل والخارج. 
1. التشريب 12111015:20101 

لتحضير الأنسجة للقطع. يجب أولا تشريبها بمادة مناسبة. وهي في العادة شمع 
البرافين» بعد أن تكون الأنسجة قد رٌوقت تماماً. وقبل بدء عملية التشريب. يوضع 
النسيج في وعاء زجاجي صغير يسمى صحن سيراكوز 0155 59/520056 يحتوي خليطا 
من سائل الترويق والشمع المنصهر بنسبة 1:1؛ لكي يتاح للشمع تخلل النسيج. 
بامتزاجه مع وسط الترويق الموجود بين الخلاياء ثم ينقل النسيج الى وسط التشريب 
فقط. ويملاً الشمع جميع فراغات الخلايا وفجواتهاء عند وضع الأنسنجة بوسط شمع 
منصهر ثلاث مرات. تتراوح مدة كل منها بين ساعة ونصف الساعة. وفي فرن علد 
درجة حرارة مناسبة (55-50”س). أي أن الشمع سيملا الخلايا من الداخل» 
ويدعمها ويقويها من الداخل والخارج عند اكتمال عملية الطمرء وهكذا تغدو 
الأنسجة صلبة القوام» ما يسمح بعمل مقاطع رقيقة منهاء دون تشويهها أو تغيير 
بنيانها الخلوي. 

ورغم توفر أنواع عديدة من وسائط التشريب والطمرء إلا أن الشمع يعتبر 
أكثرها شيوعاً. استعمل الشمع لهذه الغاية أول مرة عام 1869. وهو هيدروكربون ذو 
درجات انصهار مختلفة. وهو إما طري تتراوح درجة انصهاره بين 45 و 755 سء وإما 


- 


الجزء الأول 
صلب تترواح درجة انصهاره بين 56 و 768" س. ويعتمد اختيار الشمع على ثلاثة 
عوامل هي: نوع النسيج. وسمك المقطع. ثم معدل درجة الحرارة في مكان العمل. 

يستعمل الشمع الطري عادة في تشريب وطمر الأنسجة الرخوة. بينما 
يستعمل الشمع الصلب للأنسجة القاسية. وفي حالة تحضير مقاطع سميكة. 
يستعمل الشمع الطريء وإلا فلا يتكون شريط 816608 من المقاطع. كما أن 
استعمال الشمع الصلبء. (درجة انصهاره 60 إلى 768 س) يساعد في عمل مقاطع 
رقيقة» بسمك أقل من خمسة ميكرومترات. وتؤثر درجة حرارة الجو على اختيار 
نوع الشمع. ففي الجو الحار يستعمل الشمع الصلب. وفي الجو البارد يستعمل 
الشمع الطري. 

يكون حجم وسط التشريب؛ حوالي عشرة أضعاف حجم النسيج؛ وتشرب 
الأنسجة التي تحوي هواء كالرئة» بالشمع في فرن مفرغ من الحواء. حتى لا تظهر 
فراغات في قالب الشمع. 
2. الطمر ع1:115600128 

بعد تشريب النسيج جيداً بشمع البرافين» فإنه يطمر في شمع نقي لتحضيره 
للقطع. وتتم الخطوة الأولى»ء بصب الشمع المنصهر في قالب مناسبء ثم ينقل النسيج 
إلى الشمع؛ باستعمال ملقط غير حاد. ويحبذ العمل بسرعة؛ لتجنب تصلب الشمع 
قبل ضبط وضع النسيج. بعد ذلك يبرد وعاء الشمع والنسيج بسرعة؛ ويتم ذلك 
بالنفخ على سطح الشمع حتى يتصلب نوعاً ماء ثم يغمس القالب ببطء في وعاء به 
ماء عند درجة حرارة الغرفة. ويسبب الماء تحت درجة 10سء. تقلصا وربما تشققا 
لقالب الشمع. 

يبدو قالب الشمع الجيد رائقاً ومتجانساً. ويؤدي الطمر غير الجيد إلى ظهور 
جيوب هوائية في قالب الشمع تبدو كنقط بيضاءء وتسمى هذه الظاهرة التبلور 
1 ويمكن طرد الهواء. بصهر الجزء العلوي من القالب بأداة ساخنة 
قليلا. وللقوالب المتبلورة مشاكل عند القطع. يتم علاجها بإعادة الطمر. ويمكن حفظ 
قوالب الشمع في مكان بارد لمدة طويلة. 
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الفصل التالث: التشريب والطمر 


تصنع قوالب الطمر من المعدن وغالباً ما تصنع القوالب المعدينة من النحاص 
الأصفر. تكوّن قطعتان منه (على شكل حرف 1آ بالانجليزية بمقاس 1.52.5 سم). 
عند وضعهما على قطعة زجاج. وعاء لاستقبال الشمع وطمر النسيج. وقد تكون 
القوالب من البلاستيك على قاعدة من صلب لا يصدأء تدهن بالجليسرين قبل صب 
الشمع فيها. 

أما قوالب الطمر الورقية فيمكن عملها من قطعة مستطيلة من ورق عادي. أو 
من ورق مقوى بعض الشيء. يتم تشكيلها على هيئة وعاء كالعلبة. ويبين الشكل (1) 
الخطوات التى يمكن اتباعها لعمل ذلك الوعاء أو «القالب». وميزة هذه القوالب هي 
كونها رخيصة:؛ ويمكن كتابة بيانات هامة عليها. ْ 

إضافة إلى ما تقدم. توجد قوالب طمر تصنع من البلاستيك بثلاثة حجوم 
(22*22مم و 22 < 30مم و22 << 40 مم وجميعها بعمق 5مم)» وتمتاز بسهولة فكها 
عن بعضها. كذلك. يمكن استعمال صحون زجاجية غير عميقة وضصحون سيراكوز 
كقوالب طمر. وني جميع الحالات؛ تدهن قوالب الطمر بالجليسرين من الداخل حتى 
يسهل رفع قالب الشمع منها. 





شكل 1: طريقة صنع قالب طمر من الورق 
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الجزء الأول 


بعد انتهاء عملية الطمر» يمكن حفظ قوالب الشمع في أماكن باردة لمدة طويلة 
تمتد شهوراً بل سنوات. ويفضل أن يكون تخزين هذه القوالب في وعاء محكم الغطاء. 
3. وسائط التشريب والطمر 
إضافة إلى الشمعء تتوافر في بعض مختبرات التحضيرات المجهرية وسائط أخرى 
لإجراء عمليتي التشريب والطمرء ومن هذه الوسائط: 
3 نظير البللاستيك 1356م128912 
هذا الوسط مزيج من شمع البرافين ومبلمرات البلاستيك. تتراوح درجة 
انصهاره بين 56 و 57”س.ء ويمتاز بعدة مزايا عن وسائط الطمر الأخرى وهي: 
1. تجانس القوالب الناتجة. 
2 بطء تجمده عند الطمر. 
3. سهولة قطع شريط النسيج. 
4. ما يضفيه من سهولة في قطع القوالب الكبيرة. 
3 الأصماغ الصناعية وطماأوع1 1) 53205 
استعملت صموغ أكريليك هنانرءة. مشال إيثيل ميثاكريليت 
163134 الاطا وصموغ 0«9م8, مثل أرالدايت412101:6: وصموغ بوليستر 
6 في عمليات التشريب والطمرء خاصة في التحضيرات الجهرية الإلكترونية. 
ونظراً لأن هذه الصموغ تصبح شديدة الصلابة عندما تتبلمر» فإنها تساعد على عمل 
مقاطع رقيقة جداً يتراوح سمكها بين 400 و 600 أنجستروم (47)؛ وكذلك تستعمل 
هذه الوسائط لعمل مقاطع للدراسة بالمجهر الضوئي. بسمك 1 إلى 2 ميكرومتراء 
وخاصة في الأنسجة الصلبة كالعظام غير المتكلسة. وميزة هذه الصموغ. أنها لا تحدث 
أية تشوهات في بناء النسيج» وقد استعملت لأول مرة عام 1949م. 
يتكون صمغ الطمر الصناعي عادة من 4 مكونات هي: الصمغ ذاته. ثم معامل 
تقفسية 1132:0761 ومسارع تجفيف 2.02 وأخير أ معامل ملذدن :2135]1126. 
ويكون التشريب في الأنسجة بهذه الصموغ عند درجة الحرارة العادية. أما طمرهاء 
فيجري في فرن تتراوح حرارته بين 60 و 70“ س.ء ولمدة تمتد من 8 إلى 12 ساعة. 
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الفصل الرابغ: تقطيع وتحميل الأنسجة 


الفصل الرابع 
تقمايسة وتحمسسل الاأتسحة 
المطمور لعملية التقطيع. وأولى هذه الخطوات هي التقليم؛ ثم التثبيت على حامل 
معدني أو خشي أو بلاستيكي؛ يلي ذلك تحضير جهاز التقطيع بهدف الحصول على 
مقاطع بسمك 10-7 ميكرومترات. 


1. التقليم 110111118 

بعد الحصول على قوالب شمعية جيدة تحتوي على النسيج المطلوب. يتم 
تقليمها بإزالة الشمع الزائد من حول النسيج والإبقاء على محيط شمعي مجدود 3-2 
ملم حوله. ويتم ذلك باستعمال شفرة حادة. والأمر الام في عملية التقليم أن تكون 
حافتا القالب العلوي والسفلي متوازيتين» لأن ذلك يسمح بالحصول على شريط 
مقاطع مستقيم. ومخلاف ذلك فإن عدم التقليم السليم يؤدي إلى تكوين شريط ملتوء 
وهذا أمر غير مرغوب عند دراسة مقاطع متسلسلة من عيئة ما. كما أن التقليم الجيد 
يساعد على وضع أكبر عدد من المقاطع على الشريحة الواحدة: وهذا ما يوفر الوقت 
والمواد في العمليات اللاحقة. ويبين شكل ! قالباً شمعياً قبل وبعد التقليم. 





شكل 1: تقليم قالب الشمع 


2-0 


الجزء الأول 
2. التثبيت على الحامل 411130101 

بعد تقليم قالب الشمع المحيط بالنسيج إلى الحجم والشكل المناسبين. فإنه 
يتوجب تثبيت هذا القالب على حامل معدني أو خشي أو بلاستيكيء ثم يوضع هذا 
الحامل في جهاز التقطيع وتصبح عملية التقطيع ممكنة. 

يثبت قالب الشمع على الحامل بإدخال مبسط ساخن بين قالب الشمع والحامل. ثم 
يسحب المبسط بعد انصهار الشمع من قاعدة القالب؛ ويضغط قالب الشمع على الحامل 
(شكل2). بعد ذلك يمكن صهر شمع إضافي حول قاعدة القالب, إذ أن ذلك يعطي دعماً 
جيداً للقالب أثناء القطع. ويبين الشكل 2 طريقة تثبيت قالب الشمع. 





شكل 2: طريقة تثبيت قالب الشمع 


بالمبسط؛ د. قالب الشمع مثبت على الحامل المعدني. 


بالإضافة إلى أهمية تثبيت قالب الشمع بالأسلوب المناسب. فإنه يجب التأكيد 
على شكل وحجم قالب الشمع بعد التثبيت؛ بحيث تكون القاعدة أعرض من القمة. 
كذلك يجب أن تكون المسافة بين القاعدة والقمة مقبولة. إذ أنه كلما زادت هذه 
المسافة» كلما ضعف دعم قالب الشمع. الأمر الذي يزيد من إمكانية كسر عنق القالب 
أثناء القطع. ويبين شكل 3 الحجم والشكل المناسبين لقالب الشمع بعد تثبيته. 
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شكل 3: الشكل والحجم المناسبين لقالب الشمع على الحامل 


أ. أوضاع خاطثة؛ 1. القمة عريضة؛ 2. القالب طويل؛ 3. القالب قصير؛ 
4. القالب غير متوسط؛ ب. الوضع الصحيح. 
3. التحضير للقطع 56610111138 101 2120101 ع1 
بعد تثبيت قالب الشمع على حامل مناسب؛ يصبح التجهيز لعملية القطع أمرأً 
مطلوباً. والمقصود بالتحضير للقطع هو مراعاة الأمور التالية: 

أ. أن يكون جهاز التقطيع نظيفاء وإذا وجدت أية بقايا لمقاطع شمعية فإنه 
يجب إزالتها بفرشاة مناسبة مبلولة بالزايلين. 

ب. أن يكون جهاز التقطيع خالياً من أية مشاكل ميكانيكية. وإذا كان الجهاز من 
النوع الدوارء فيجب التأكد من أن الدولاب البدوي سلس في حركته. فإذا كان 
قاسياً فإنه يتوجب تزبيته. كذلك يلزم التاكد بأن آلية دفع قالب الشمع نحو 
السكين تعمل بشكل سليم. وإذا كان حامل القالب مدفوعاً إلى أبعد مدى. فإنه 
يجب إرجاعه إلى الخلف كي لا تضطر أن تفعل ذلك أثناء القطعء الأمر الذي 
يؤدي إلى رفع السكين من مكانه وإعادة ترتيب وضع العينة في الجهاز مرة ثانية» 
وني ذلك هدر للوقت. 
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الجزء الأول 


2 


قبل تثبيت السكين وحامل قالب الشمع في جهاز التقطيع يجب أن يكون 
الدولاب اليدوي محبوساًء لأن ذلك يعطي أماناً للطالب وللفني بحيث 


' أن تكون سكين القطع نظيفة وحادة؛ ومثبتة بإحكام في مكانها الصحيح 


وبالزاوية المناسبة لعملية القطع؛ إذ يجب إمالة السكين حتى يلامس حدها 
القاطع وجه قالب الشمع بالقدر المناسب. فإذا كانت الإمالة كبيرة (الشكل 
4) فإن السكين ستكشط المقطع كالإزميل ولا تقطعه. وإذا كانت الإمالة 
غير كافية (شكل 4ب) فإن سطح قالب الشمع سيكون مضغوطا إلى مؤخرة 
السكين. الأمر الذي سيؤدي إلى قطع مقاطع سميكة. 





و. 


شكل 4: تأثير إمالة السكين على المقطع. 
أ. إمالة كبيرة؛ ب. إمالة غير كافية. 

أن يكون قالب الشمع مثبتأ على الحامل بشكل جيد. وأن يكون الحامل 
مثبتاً بإحكام في مكانه الصحيح من جهاز التقطيع. ويؤدي عدم تحقيق 
هذين الأمرين على النحو المناسب إلى مشاكل في التقطيع منها إمكانية 
فقدان قالب الشمعء والحصول على مقاطع تتفاوت في سماكتها. 

توفر الأشياء التالية: ملقط أو حامل للمقاطع. علب ورقية لحفظ المقاطع. 
قنينة زايلين أو كلوروفورم» فرشاة صغيرة» ومحارم ورقية. 
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4. أنواع المقاطع 1005)ع56 01 5م13 

قبل الشروع بعملية التقطيع؛ يتوجب على طالب التحضير المجهري أو فني المختبر 
معرفة نوع المقاطع المراد تحضيرهاء وكذلك معرفة الحاجة إلى تحميلها على الشرائح إما 
منفردة أو متسلسلة. ومن حيث النوع. تكون المقاطع إما طولية أو عرضية. 
4 المقاطع الطولية 5رمأ]اءء5 1521ل ناأأع 2 مآ 

تكون المقاطع من هذا النوع إما سهمية [5381118. وتكون موازية للمحور 
الطولي للعينة وعمودية على محورها العرضيء ويكون القطع فيها من أجد جاني 
العينة إلى الجانب الآخرء ويتضمن المقطع الجانب الظهري والجانب البطني للعينة» 
أو أمامية (جبهية) 7708131 ويكون القطع فيها متجها من الظهر إلى البطن؛ أو 
العكس. موازياً للمحور الطولي أيضاء أي أن كل مقطع يتضمن الجانب الأيمن 
والجانب الأيسر من العينة (شكل 5). 
4 المقاطع العرضية 1025)ء56 (055؟)) 172253256 

تكون هذه المقاطع عمودية بالنسبة للمحور الطولي للعينة؛ ويكون اتجاه القطع 
من الرأس إلى الذيل (شكل 5). 





شكل 5: أنواع المقاطع 
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الجزء الأول 


5. خطوات التقطيع 
,بعد التاكد من الأمور المذكورة سابقاً. يمكن للطالب البدء بعملية التقطيع. 
وذلك بإتباع الخطوات التالية: 

أ. فك حبس الدولاب اليدوي لجهاز التقطيع الدوار. وتقريب السكين باتجاه 
قالب الشمع أو العكس بحيث تكون المسافة بينهما حوالي 2ملم. بعد ذلك 
يعاد تثبيت السكين وقالب الشمع بشكل محكم وتبدأ عملية القطع بعد تعيين 
سمك المقطع الذي يقترح أن يكون 10 ميكرومترات. 

ب. بعد الحصول على عدة مقاطع يجب التأكد بأنها تحتوي النسيج. عندئذ. ترفع 
المقاطع من على السكين بواسطة رافع مقاطع. أو فرشاة رسم. أو ملقط وتوضع 
داخل علبة ورقية (2<1015سم) الحفظها لحين تحميلها على شرائح فيما بعد. 
أذا كان الهدف من القطع هو الحصول على أية مقاطع من العينة بغض النظر 
عن موضعها في النسيج أو تسلسلهاء فإنه لا توجد حاجة للحصول على 
شرائط من المقاطع. وكذلك فإن المقاطع توضع في العلبة الورقية دون 
الاهتمام بترتيبها. ولكن الأمر يختلف كلياً إذا كان المراد هو الحصول على 
مقاطع متسلسلة. إذ أنه من الطبيعي في هذه الحالة ترقيم الشرائط بالتسلسل 
الصحيح. وكذلك تبيان اتجاهها. وهناء يفضل أن تكون الشرائط ذات طول 
موحد (10سم). وأن تحفظ في العلبة بحيث يكون سطحها المصقول إلى أسفل. 
ويمكن أن تكون المقاطع عرضية: أو طولية. 

ج. إضافة إلى ذلك يجب أن تكون سرعة القطع منتظمة. وني الحالات التي 
تكون فيها الأنسجة رخوة يفضل أن تكون السرعة بطيئة. بينما يفضل 
زيادة السرعة للحصول على أشرطة من المقاطع. وبالنسبة لدرجة حرارة 
مكان القطع؛ فإنه يفضل أن تكون بحدود 20”س. لأن المقاطع تلتف 
على نفسها إذا كانت الحرارة منخفضة. ويمكن التغلب على هذه المشكلة 
باستعمال مصدر حراري يوضع بالقرب من جهاز التقطيع أو بتدفئة 
السكين. أما إذا كانت درجة الحرارة مرتفعة» فإن المقاطع تتميع. وبالتالي 
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يصعب الحصول على مقاطع رقيقة. وتحل هذه المشكلة بتبريد السكين أو 
قالب الشمع بقطعة ثلج. 

د. بعد الانتهاء من عملية القطع. أو عندما تدعو الحاجة إلى وقف تلك العملية 
بشكل مؤقتء فإنه يجب إخراج السكين من مكانها في جهاز التقطيع. 
وتنظيفها بالزايلين أو الكلوروفورم. بفرشاة رسم. ويكون اتجاه التنظيف من 
قاعدة السكين إلى حدها القاطع. مع تحاشي احتكاك جزء الفرشاة المعدني 
بحد السكين القاطع؛ لأن ذلك يؤدي إلى تهشيم هذا الحد. الأمر الذي ستنتج 
عنه مشاكل في القطع. 

6. مشاكل التقطيع 
على الرغم من كل الترتيبات اللازمة للقيام بعملية التقطيع. فقد تمحدث 
مشاكل أثناء هذه العملية نتيجة أسباب قد تكون خارجة عن إرادة الطالب. وفيما يلي 
استعراض لأبرز هذه المشاكل. وأسبابهاء والحلول المقترحة لماء كما هي مبينة في 
جدول (1). 
كك الشاكل لوق ايع اسح 


أ طمر القالب بشمع طري. 
ب تدفئة السكين 
عدم توازي سطحي أ. إعادة تقليل القاالب 
القالب السفلي والعلوي ليصبح متوازي الحواف 


ب. سخونة أحد جاني | ب. تبريد القالب 
القالب أكثر من الجانب 
الآخر 
. عدم تساوي حدة السكين ج. تغيير مكان القطع على 
السكين بتحريكها أو 


إعادة شحذها. 
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الجزء الأول 


. زيادة رطوبة مكان القطع 
وتفريغ شحنات الكهرباء 


ال 


7 0117 
م ”جه ا “2 


مصباح بنسن 281111561 
. وجود شظايا من الشمع | ب. تنظيف حافة السكين 
على حافة السكين أو وطرف قالب الشمع 
الطرف العلوي لقالب 
الشمع 
ج. صغر زاوية الخلرص |ج. زيادة زاوية الخلوص 


7 وجود ثقوب بالمقاطم وجود فقاعات هواء بقالب | إعادة الطمر 
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الحل ليس سهلاًء إلا إذا كان 
السبب هو بطء سرعة 
التقطيع. وني هذه الحالة 
يكمن الحل في زيادة سرعة 
القطع 


9. عدم تكون شريط رغم جودة أ. الشمع بارد أو صلب أ. تدفئة السكين والطمر 
المقاطع بشمع طري 





ب. عدم موازاة حافة ب.الموازاة بين حافة 
القالب لحافة السكين السكين وحافة قالب 
الشمع 
ج. المقاطع غليظة ج. تقليل سمك المقطع 


0. تساقط النسيج من قالب | عدم اكتمال إزالة الماء | إعادة إزالة الماء والتشريب 
الشمع والتشريب 


11. تفقت النسيج في مقطعع | فترة التشريب أطول من نظراً لأن النسيج يكون 
5 اللازم ودرجة حرارة وسط «مطبوخاً» في هله الحالة. فإنه 





التشريب عالية قد فات الأوان لأي حل 
7 تحميل المقاطع 
7 متطلبات التحميل 


بعد الحصول على العدد المناسب من المقاطع المفردة أو المتسلسلة» تحمل المقاطع 

على شرائح زجاجية تبلغ 7.5 سم طولاً و 2.5 سم عرضاً. ولكي تتم عملية تحميل 
المقاطع بالطريقة السليمة يجب مراعاة الأمور التالية: 

وإذا لم تستعمل شرائح نظيفة فإن ذلك يؤدي إلى احتمال سقوط المقاطع 
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الجرء الأول 
ب. أن يتوفر وسط تحميل مناسب» ويعمل هذا الوسط على التصاق المقاطع 
بالشرائح. ومن والوسائط المستعملة بياض البيض المضاف إليه جليسرول 
01:عع:013 ومطهر ثايمول أ0دالا1:. وستعالج هذا الموضوع في الجزء الثاني 
من هذا الكتاب فيما بعد. 


ج. توفر ماء مقطرء وصفيحة ساخنة (درجة حرارتها 740-35 س) وفرشاة 
شيا خمل» :وجامل مقاطع::وورق ترشيع :لوبعد توق هده الخواه عنت 
تحديد موقع المقطع على الشريحة بحيث يكون مركزيا. ويمكن اعتماد 
(شكل6) لتحديد مركز الشريحة. 





شكل 6: تحديد مركز الشريحة 
7 خطوات التحميل 

أ. تتمثل الخطوة الأولى في التحميل بمسح العدد المطلوب من الشرائح النظيفة 
بكمية قليلة جدأ من وسط التحميل» ويكون ذلك برأس السبابة» وتوضع 
بضع قطرات من الماء المقطر على الشريحة. ثم تضاف المقاطع؛ بحيث يكون 
سطحها اللامع إلى أسفل. 

ب. لكي تفرد المقاطع. توضع الشرائح على صفيحة ساخنة (درجة حرارتها بين 
5 و 740 س). ويمسك بطرفي المقطع أو الشريط بإبرتين ليتمدد باتجاه 
طرفي الشريحة ولكن بحرص. حتى لا تتمزق المقاطع. ويمكن تسهيل فرد 
المقاطع بسحب الماء الزائد من تحتها بورقة ترشيح. 

ج. عند وضع عدد من الأشرطة على شريحة» فإنه يتوجب تحديد عدد المقاطع 
في كل شريط. بحيث يحافظ على نفس العدد في جميع الأشرطة. ويجب أن 
تكون الأشرطة مستقيمة وبتسلسل صحيح. ويتم ذلك بترقيمها ومعرفة 
اتجاهها. ويبين الشكل 7 ترتيب مقاطع متسلسلة على شريحتين. 


- 46 - 


الفصل الرابع: تقطيع وتحميل الأنسجة 


/9/ / / / / / / /ا/ 
اا 


شكل 7: ترتيب المقاطع المتسلسلة على الشرائح 





ملاحظة 

عند التعامل مع أشرطة من المقاطع. فإن هذه الأخيرة تحمل على الشرائح إما 
مختارة 7656212)(176م26 لمنطقة أو تركيب معين» أو متسلسلة 56713 بحيث توضع كل 
المقاطع الناتجة عن عملية التقطيع على الشرائح (شكل 8). وسواء أكانت المقاطع 
الحملة على الشرائح من النوع المختار أو المتسلسلء فإن تلك التى تقطع أولاً توضع 
على الجزء العلوي الأيسر من الشريحة» وتحمّل المقاطع وكأنها أسطر في فقرة مكتوبة 
باللغة الإنجليزية» بالتسلسل الصحيح (شكل 7). 
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الجزء الأول 





شكل 8: طرائق وضع المقاطع على الشريحة 

د. بعد تحميل المقاطع على الشرائح؛ وسحب الماء من حوها ومن تحتها يجب 
تجفيفها. وينصح بأن يتم ذلك عند درجة حرارة مناسبة (735-930”س) لثلا 
يدخل المواء بين المقاطع والشرائح, الأمر الذي يسبب سقوط المقاطع أثناء 
علمية الصبغ. والشيء المتبع هو أن يتم التجفيف على صفيحة دافئة» أو في 
فرن عند درجة الحرارة المقترحة (735-9730س). 

ه. بعد الانتهاء من تجفيف المقاطع. توضع أوراق وسم عند طرف الشرائح 
لتبين نوع النسيج والمثبت. ويمكن أن يكون ذلك بالكتابة بقلم رصاص على 
طرف الشريحة إذا كان مسنفراًء أو بقلم شمعي أو ماسي. عندئذ تكون 
المقاطع جاهزة لعملية الصبغ. 
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الفصل الخامس 
صب ةالأنسجحة 

إذا فحصت المقاطع قبل صبغها فإنه لا يتضح منها إلا تفاصيل قليلة باستثناء 
النواة وحدود الخلية. وعملية الصبغ هي التي تزيد من الفروق في معامل انكسار 
مكونات الخلية والنسيج مما يؤدي إلى تمايزهاء ويحدث هذا نتيجة الفرق في ميل بعىض 
مكونات الخلية أو النسيج لمعظم الصبغات. 

بدأ تطبيق استعمال الصبغات التجارية في التحضيرات النسيجية المجهرية في 
النصف الثاني من القرن التاسع عشرء ولم يطرأ إلا تعديل طفيف على الطرائق 
المستعملة منذ ذلك الحين. ويعزى أول استعمال لصبغ النواة إلى جير لاخ 6:36 
عام 1858. عندما حاول صبغ الخلايا العصبية. وفي عام 1865» نجح بومر 280181261 
في دمج هيماتوكسلين 116130115 مع الشب 8 ناا لصبغ النواة. والخيراً 
طورت أصباغ أنيلين 4511156 للأغراض الصناعية. وما زالت الأصباغ القديمة 
مستعملة حتى الآن. وما معظم طرائق الصبغ المتبعة اليوم إلا تعديل وتطوير للطرائق 
التقليدية»؛ عدا طرائق الكيمياء النسيجية فإنها حديثة نوعا ما. 


1. نظرية الصبغ 

قدمت نظريتان لتفسير قواعد صبغ الأنسجة: واحدة كيماوية وأخرى طبيعية. 
٠.1‏ النظرية الكيماوية 

أعلنها أيرلخ 1ف:طا عام 1880 وتقول أن الصبغ عبارة عن تفاعل كيماوي 
يعتمد على تكوين مادة ملحية بين الشق الموجب 0305 أو الشق السالب 0108م 
للصبغة؛ وبين مجموعات كيماوية معينة في الخلية أو النسيج. وعلى هذا الأساس 
تكون الأنسجة إما محبات للحامض 11110!م46100 وتحتوي مجموعات قاعدية. وفي 
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الجزء الأول 
هذه الحالة تتفاعل مع الصبغ الحامضيء أو تكون محبات للقاعدة ء!اانطمه825 
وتحتوي مجموعات حامضية تتفاعل مع الصبغات القاعدية. 
1 النظرية الطبيعية 

ترتكز هذه النظرية على افتراضات تقول بأن الصبغ يتم بوسائل طبيعية 
مشل الامتصاص. والادمصاص. والخاصية الشعرية والانتشار والاسموزية. 
والشعور السائد في الوقت الحاضر هو أن الصبغ ينتج عن عمليات كيماوية 
وطبيعية في آن واحد. 


2. تصنيف الصبفات 1095 01 12551112801012) 

هناك عدة أسس لتصنيف الصبغات منها: مصدر الصبغات وتفاعلها أو 
ميلها للنسيج. أو تطبيقاتها العملية. فبالنسبة لمصدر أو أصل الصبغة فإنه يمكن 
تقسيم الصبغات إلى طبيعية [2]012// و مصنعة 51/2196]10» وسنشرح كل صنف 
على حدة. 
2 تصنيف الصبفات حسب مصدرها 

2 الصبغات الطبيعية 165 [21214101:8 

يحصل على الصبغات الطبيعية» كما يدل اسمهاء إما من مصدر حيواني أو 
نباتي» وتستعمل خمسة أنواع من الصبغات الطبيعية في التحضيرات المجهرية بشكل 
واسع وهي : قرمز [00011268) وكارمين 03112126 وهيماتوكسلين 115لاا1161702)0, 
وأورسين 12ءع01). و سافرون 53420«2. 

أ. القرمز والكارمن عمتسعةن) يي اوعستطاءه0: تستخرج هذه الصبغات من 
جسم حشرة صغيرة اسمها 00011 0001/5 تعيش على نبات الصبار» 
وتوجد الصبغة على شكل رحيق ارجواني في إناث هذه الحشرة. فإذا جمعت 
الإناث وجففت. فإن القرمز ينتج على شكل مسحوق. ومالم يضاف مرسخ 
00324 للصبغة. كالحديد أو الألومنيوم. فلا يكون للقرمز أي ميل 
للأنسجة. وشب القرمز 006112681 72نا[4 صبغة جيدة للنواة. وغلي 
القرمز مع ملح الشب ينتج راسبا لا يذوب في الماء يدعى كارمين 
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الفصل الخامس: صبغ الأنسجة 
21 ولا يستعمل هذا الراسب كصبغة إلا بعد اذابته بمحلول حامض 
الخليك 4610 م1اء٠4‏ حيث يتكون كارمين خليك 80100350136 الذي 
سحي ضيح شائعة اللنؤاة: 

ب. الهيماتوكسلين 18ل<11682260: هذه الصبغة واحدة من أكثر الصبغات 
شيوعاً في التحضيرات الجهرية» وتستخرج من خشب شجرة بقولية صغيرة 
اسمها :/:0[11671 0777© 1111نده1161/0 تزرع في أمريكا الجنوبية والوسطى. 
وتستخلص الصبغة بمعاملة الجذوع ب الإيثر تعطاظء ثم تجفف وتذوب في 
الماء» وبعد ذلك تصفى وتبلور. ولأن هذه الخطوات طويلة ومكلفة. يعتبر 
الهيماتوكسلين من الصبغات غالية الثمن. ولا يستعمل هيماتوكسلين كصبغة 
نظراً لعدم ميله للأنسجة. إلا بعد أكسدته ليكون هيماتين 8أ81622)6. 
ونتيجة لهذه الأكسدة فإن الهيماتوكسلين يفقد ذرتي هيدروجين (الشكل 1). 





شكل 1: أكسدة هيماتوكسلين إلى هيماتين 
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الجزء الأول 


تكون أكسدة الهيماتوكسلين طبيعية وتنم بوسط كحولي أو مائي» وتستغرق 
من ثلاثة إلى أربعة أشهرء وتسمى هذه العملية التعتيق 51062108. ويمكن أن تتم هذه 
الأكسدة صناعيأ. وبسرعة؛ وذلك بإضافة عوامل أكسدة مثل فوق أكسيد الهيدروجين 
1120 وأكسيد الزئبق 5180. وأيودات البوتاسيوم 110 وبيرمنجنات البوتاسيوم 
90]أا. وصبغة الهيماتوكسلين المعتق هي عبارة عن خليط من الميماتوكسلين. 
والمهيماتين» ونواتج أكسدة ال هيماتوكسلين. وفي حالة الأكسدة الصناعية» فإنه يجب عدم 
المبالغة فيهاء إذ أن ذلك يؤدي إلى تكوين مركبات عديمة الفائدة. ولهذا فإنه يجب 
إضافة الكمية الصحيحة من عامل الأكسدة. فكلما قلت الكمية مع المحافظة على 
نوعية الصبغ. كلما زاد «عمر' الصبغة. ويبين الجدول التالي أنواع وكميات 
الس المتغجلة ليق لميماتوكسلين. _ 





يحضر اطيماتوكسلين حسب صيغ مختلفة» وتسمى كلية صيغة باسم أول من ثبت 
استعماهاء وعليه يمكن تحضير صبغة هيماثوكسلين حسب صيغة إبرلخ (اهذآنا؛ أو ماير 
12 أو جل 011. والشيء المشترك بين هذه الصيغ هو احتوائها على مسحوق 
الصبغة» ومادة مذيبة» ووسط مرسخ مثل شب الأمونيا أو شب البوتاسيوم. وستتناول هذه 
الصيغ في فصل لاحق. 
2 صبغات طبيعية أخرى 
ج. أورسين 7أ070: تستخلص من أشن (110060) يسمى 800614 ويحضر بغلي 
الأشن في الماءء مما يسبب انفساخ حامض ليكانوريك 2010 ©7ممددع] إلى 
أورسينول 0161201 الذي يكوّن الأورسين عند إضافة الأمونيا بوجود 
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الفصل الخامس: صبغ الأنسجة 
الأكسجين الجوي. وتصبغ هذه الصبغة الألياف المرنة 56615 612501 في الأنسجة 
الضامة. 
د. سفرون 53185017: يستخلص من مياسم نبات الزعفران 610015. 
ه. نيلة 120150: تستخرج نباتات تنتمي للجنس 1201801658. 
2 الصبغات المصنعة 5ع'إ1 )532016 
هذه مركبات عضوية تشتق من البنزين» وقد أصبحت متوفرة في منتصف القرن 
التاسع عشر عندما وجد بيركن 261012 طريقة لعمل صبغات الأنيلين. ولعمل صبغة 
مشتقة من البنزين فإنه يجب ربط مجموعات كيماوية معينة تسمى حاملات الألوان 
65 (شكل2) بجحلقة البنزين. وتكون حلقة البنزين وحامل اللون مادة تدعى 
مولد اللون 0170500868. تجدر الإشارة هنا إلى أن مولد اللون لا يقوم بدور الصبغة 
وليس له أية قابلية للنسيج. ولكي يقوم بهذا الدور, يجب أن يحدوي مولد اللون مكوناً 
قاعدياً وآخر حامضياًء ويكون له بالتالي قدرة على تكوين ملح. وتدعى مجموعات الشق 
الكيماوي التى تضيف هذه الخاصية لمولد اللون مساعدات اللون 70565تاء0ئاناك. ومنها: 
مجموعات هيدروكسيل 011- وأمينو :11ا!-. و كاربوكسيل 0011©-. وسلفونيك ,50. 
وتعتبر الصيغة الكيماوية لمساعدات اللون احدى الأسس التى تصنف الصبغات على 
أساسهاء وسنناقش هذا الأمر لاحقاً. 1 
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الجزء الأول 


لسعم 1لا -0- 00-7 


أزوميثاين 6صلذاا42600 سيتيمين 06]1611986) اندامين 32101956ل[ 


روده اقايره 


كينون 00101706 


ا 3 آزو 0 
ثيازين 718132106 زو 70م 


“رمم مت 
' , 
لسن 4 كبر 
ازين 482156 زاثبن عرع )230 





شكل 2: الصيغة البنائية لحاملات الألوان 

2 تصنيف الصبفات حسب حاملات الألوان 

تصنف الصبغات على هذا الأساس إلى تلك التى تحتوي كينونويد 
0014 01). وآز و ١20‏ ونيترو 21150. ونعالج فيما يلي هذه الصبغات. 

2 صبغات الكينونويد 265 11502010 © 

ينتمي هذه المجموعة أنواع أهمها: صبغات هيماتين 5أ026,ع]2 . و زانثين 
16 وئيازين ©11513212. ونستعرض فيما يلي أهم صبغات كل نوع: 

أ. صبغات هيماتين وز «أع)2 »11 

هذه مجموعة صغيرة من الأصباغ المستخرجة من نبات بقلي يدعى 
0 0111/:ز 1716770101 كما ذكرنا سابقا. لون هذا النوع أحمر إلى بنيىء 
وبوساطة مرسخ صبغة. يصبح من أهم الأصباغ في التحضيرات المجهرية الضوئية. 
والهيماتين هو الحالة المؤكسدة للهيماتوكسلين الذي لا يعتبر صبغاًء كما أشرنا إلى 
ذلك سابقا. 
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ب. صبغات زانثين 12365 عدء امه 
في هذه الأصباغ يربط عنصرا الكربون والأكسجين بين حلقتين. وتمثل 
الصبغة السيتوبلازمية إيوسين 580518؛ (شكل 3) أحد الأمثلة عن هذه ا جموعة 
التي يشير اسمها إلى اللون الوردي. 





شكل 3: صبغة إيوسين واي 


ونظرأ لأن صبغة إيوسين هي أكثر الصبغات السيتوبلازمية شيوعاًء فإنه 
يجدر التحدث عنها بشيء من التفصيل. لمجموعة إيوسين تنتمي صبغات إيوسين 
واي ل 805182» وإيوسين ب 5 805103., و فلوكسين 2510<12. ويعتبر إيوسين واي 
أكثر هذه الأنواع استعمالاًء وهو يذوب في الماء بنسبة 44/. ويذوب في الكحول 
الإيثيلي بنسبة 2/. ويمكن تحضير محاليل مائية من هذه الصبغة بتركيز 1./. 

يستعمل محلول الأيوسين المائي بتركيز 1/ وتترواح فترة الصبغ فيه بين 4/ 3-1 
دقائق. أما محلول الصبغة الكحولي فيستعمل بنسبة 1/. ويحضر بإذابة 1 غم من 
الصبغة في كل 20 مل ماء مقطرء ثم يضاف 80 مل من كحول مطلق أو كحول 95/. 
وبإضافة 0.2 مل من حامض الخليك الثلجي لكل 100 مل محلول الصبغة المائي أو 
5 مل من هذا الحامض لكل 100 مل من محلول الصبغة الكحولي يكون الصبغ 
بالإيوسين أكثر قوة. ولمنع نمو العفن في هذه الحاليل يضاف 0.25 مل من فورملدهايد 
0 لكل 100/ مل من المحلول. 


- 55 


الجزء الأول 

ج. صبغات ثيازين وعلا2 عمتعونط1 

في هذه المجموعة يربط عنصراً الكبريت والنيتروجين بين حلقتين. وصبغة ثيونين 
11015 هي أبسطها (شكل4). وبشكل عام. هذه الجموعة هامة في صبغ 
البروتينات النووية. والعديد من هذه الأصباغ محولة للألوان. اي أنها تلون النسيج 
بألوان مختلفة عن لون الصبغة نفسها.وتعتبر صبغة أزور ب 8 2056ث مثال آخر على 
هذه المجموعة. 





شكل 4: صبغة ثيونين 
2 صبغات الآزو 420-265 
هذه مجموعة صغيرة ومنها أحمر كونغو 160 200280., وأزرق تريبان 38م71 
غ81 وأورانج جي 0 013786. وأخضر جانوس 05668 132105 وهي تصبغ 
السيتوبلازم. وحامل الصبغة هنا هو مجموعة -/7 - /7-» ويشير الاسم إلى ذرتي 
النتروجين التى تربط بين حلقتين. وقد تحتوي أصباغ من هذا النوع على مجموعة - 
1 -/2- واحدة أو أكثر (شكل5). 





شكل 5: صبغة أورانج جي 
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2 صبغات النيترو 1050-12(5/ 


هذه أصغر مجموعة ومنها حامض البكريك أي ثلاثي نيتروفينول (شكل6). 
وحامض البكريك هو أحد المكونات الأساسية لمثبت بوان. 





شكل 6: ثلاثي نيتروفينول 
2 قصنيف الصبغات حسب مساعدات الألوان 


إضافة إلى تصنيف الصبغات حسب الأسس السابقة؛ فإنها تصئف حسب 
مساعدات الألوان إلى قاعدية؛ وحامضية ومتعادلة. 

22 أصباغ قاعدية 5دنه)5 عزوة8 

يحمل مساعد اللون فيها شحنة موجبة» وتباع هذه الأصباغ على شكل كبريتات 
أو كلوريدات. ومثال عليها فوكسين القاعدي 5108اءنا1 83510, الذي يتكون من 
قاعدة روزأنيلين 2505311156 ملونة وشق كلور(شكل 7) أ وتلون هذه الصبغة 
مكونات الخلية الحامضية كالنواة. 

2 أصباغ حامضية كدلة)5 401012 

حمل مساعد اللون فيها شحنة سالبة. وتتوفر هذه الأصباغ كأملاح صوديوم أو 
كالسيوم, ومثالها فوكسين الحامضي مأعقطعناط عذلزعف. وهو ملح صوديوم لمشتق من 
روزأنيلين حامض الكبريت ) الشكل 7ب وهو يصبغ المكونات القاعدية من الخلية 
كالسيتوبلازم. 


57 


الجزء الأول 


بلالا 


لويم للم رليم 
كك رديية 
ا ين 
للها 


2 
6 ا 50 


الم لي 


أ- الفوكسين القاعدي ب- الفوكسين الحامضي 





شكل 7: صبغات مصنفة حسب مساعدات الألوان 

2 أصباغ متعادلة (حيادية) عصئة)5 21)نء1! 

تنتج هذه الأصباغ عن تفاعل صبغ حامضي وآخر قاعدي. وهي غالباً لا 
تذوب أو هي ضثيلة الذوبان في الماء» بل تذوب في مذيبات عضوية؛ ومثال عليها 
صبغات رومانوفسكي 583207751 التى تستعمل لصبغ الدم. وهي تنتج من تفاعل 
إيوسين 270512 و أزرق ميثيلين عناا8 1606نلإط7461. وتصبغ هذه الأصباغ مكونات 
الخلية الحبة للقاعدة وتلك المحبة للحمض. 
3. مرسخات الصبفة 710180212)5 

تساعد هذه المواد في تثبيت الصبغة بالأنسجة. وهي ضرورية في حالة 
الهيماتوكسلين. وغالباً ما تككون هذه المواد أملاحاً أو هيدروكسيدات لمعادن ثنائية أو 
ثلاثية التكافؤء وتتفاعل كهيدروكسيدات مع الصبغة بأخذ ذرة ال هيدروجين منها. 
ويرتبط معقد المرسّخ والصبغة بمجموعات الفوسفات للأحماض النووية للأنسجة» 
ويسمى المركب المكون من الصبغة والمرسخ البحيرة ©1.81. وتستعمل الكبريتات 
والكلوريدات كمرسّخات,. لكن أملاح الألومنيوم والحديد والنحاس أصبحت 
لأسباب تاريخية أكثر المرسخات شيوعاً. 

تستعمل المرسخات بثلاث طرائق. هي: 

أ. وضع النسيج بالمرسخ قبل اجراء عملية الصبغ. 
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ب. خلط المرسّخ بمحلول الصبغة ووضع الشرائح بالخليط المذكور. 
ج. وضع النسيج بالمرسّخ بعد اجراء عملية الصبغ (وهذه حالة نادرة). 
ومن أجل الحصول على محاليل تحتوي الصبغة والمرسخ, وها فعالية لمدة طويلة» 
يجب استعمال مرسّخات ذات قوة أكسدة ضئيلة بل وحتى معدومة, ومن هذه 
المرسخات: شب الأمونيا نالك <تنائه0 ناتك وشب البوتاسيوم 12ناز201855 
نالة. أما إذا كان ا هدف تحضير خليط من المرسخ والصبغة صالح الاستعمال لفترة 
قصيرة؛ فيمكن استعمال مرسخات مثل شب الحديد 11057 767710 وكلوريد الحديد 
6 منمء5. أخيرأء تجدر الإشارة إلى أن معظم المرسخات تدمج في محاليل 
ال هيماتوكسلين. بيد أن بعض أنواع الهيماتوكسلين. مثل هيماتوكسلين هايدنهين 
الحديدي هذالا:116222)0 1:05 دسنهطمء11»10 يتطلب غمر المقاطع في المرسخ قبل 
نقلها إلى محلول الصبغة. 
4. طرائق الصبغ 5218128 01 16)1005/ 
توجد عدة طرائق لصبغ التحضيرات المجهرية» وهي: الصبغ التقدمي. والصبغ 
التراجعي والصبغ المباشرء والصبغ غير المباشر. ونستعرض فيما يلي هذه الطرائق: 
4 الصبغ التقدمي 01528 أة)5 ع ؟أووع ع 1220 
في هذه الطريقة تفحص المقاطع بين حين وآخرء حتى إذا ما تبين أن مكوناتها 
قد التقطت القدر الكافي من الصبغ. تستخرج من محلول الصبغة. وتستعمل صبغات 
السيتوبلازم تقدميا. 
4 الصبغ التراجعي 512101928 © /اأووءع 11282 
في هذه الطريقة يُغالى في صبغ النسيج؛ أي يصبغ النسيج بقدر أكثر ما 
هومطلوب في الخطوة الأولى. ثم تزال الصبغة الزائدة عن الحاجة باستعمال عوامل 
مناسبة تسمى عوامل التمييز 4861715 1(11]6561]13]1828. وتستعمل صبغات النواة 
تراحقا: 


.َ 
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4 الصبغ المباشر 2128 [5)2 اعء2 121 

هذه هي الحالة التي يكون فيها صبغ الأنسجة كاف عندما توضع في محلول مائي 
أو كحولي من الصبغة مثل أزرق ميثلين. أو إيوسين. دون الحاجة إلى وسيط 
(شكل 8). 





شكل 5: الصبغ المباشر 
4 الصبغ غير المباشر 0128 [5)8 اءعع01ه1 
لا تصطبغ الأنسجة بكثير من الصبغات إلا بوجود وسيط يسمى المرسخ 
4 كما في الهيماتوكسين. وتستعمل الصبغة والمرسخ معاء كما في هيماتوكسلين 
إيرليخ. حيث يضاف إليه شب البوتاسيوم. أو يستعمل المرسخ منفصلاً عن الصبغة» 
كما في هيماتوكسلين هايدنهين, حيث يمر النسيج أولاً في شب الحديد (شكل 9). 





شكل 9: الصبغ غير المباشر 


5. التمييز 121111221121101 
يقصد بهذه العملية التخلص من الصبغة الزائدة؛ وبهذا فهي متصلة 
بالصبغ التراجعي. وخير مثال على عوامل التمييز الجيدة هو الكحول الحامضي 
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الذي يزيل الهيماتوكسلين الزائد» ويتألف هذا الوسط من كحول إيثيلي تركيزه 
0 مضافاً إلى حامض خليك 1/ أو حامض نيتريك مركز. وبشكل عام؛ يكون 
وسط التمييز حامضياً إذا كانت الصبغة قاعدية والعكس صحيح. ونظراً لأن 
انتقائية الأنسجة للصبغات القاعدية أو الحامضية ليس مطلقة. فإن عملية التمييز 
تعتبر أمرأ ضرورياً. 

من ناحية ثانية؛ يمكن الاستفادة من خاصية التمييز لإزالة الصبغة الباهتة من 
الشرائح القديمة» إذ باستعمال وسط تمييز مناسبء تزال الصبغة القديمة كلياً ويتم اعادة 
صبغ تلك الشرائح. 
6. التحول اللوني '(5 116421110128 

تلون الأصباغ الأنسجة في كثير من الحالات بظلال ألوانهاء ولكن هناك 
حالات تلون فيها أصباغ معينة مكونات النسيج بألوان تختلف عن لون محلول 
الصبغة نفسه. وقد لوحظت هذه الظاهرة أول مرة عام 1875 من قبل جيركنز 
5 وسماها التحول اللوني 38 ويسمى جزء النسيج الذي 
يغير لون الصبغة محوّل اللون عمه:02+020©. ومن الأنسجة الحوّلة للألوان: 
الغضروف. والنسيج الضام؛ والنسيج الطلائي المخاطيء وحبيبات الخلايا 
الصارية 06115 713516. وتنتمي الأصباغ المحولة للون إما لمجموعة ثيازين 15132156 
مثل أزرق تولويدين عدا 10156ا1ه10» و ثيونين 108156ط7» أو لمجموعة الأصباغ 
الأزوتية» مثل بنفسج ميثيل10166/ 1لاط]ا11 . 
7. الصبغ الحيوي 56312128 771021 

يستعمل الصبغ الحيوي الذي استخدم لأول مرة حوالي عام 1900, لإظهار 
بعض العضيات أو المكونات الخلوية دون تغيير تركيبها الطبيعي أو الكيمائي. أي دون 
التسبب بموتهاء كما يحصل عند صبغ الخلايا بالطرائق المشار إليها آنفاً. ويمكن صبغ 
الخلايا الحية بحقن الصبغة داخل الكائن الحى 51812108 12118101181 أو بوساطة فصل 
الخلايا ووضعها في محلول الصبغة 20 13131منك. وبشكل عام فإن الصبغات 
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الحيوية تستعمل بتركيز مخفف جداً وبكميات قليلة حتى لا يكون لما أثر سام على 
الخلايا والأنسجة. وللصبغ الحيوي عدة فوائد أهمها: 
أ.. إعطاء فكرة جيدة عن التركيب الخلوي. 
ب. إعطاء معلومات قيمة عن فسيولوجية الخلية, كالنفاذية, والابتلاع, 
والانتقال» والامتصاصء. وإخراج المواد التي تدخل الخلايا. 
ج. العمل كضابط جيد للمقارنة مع مقاطع الأنسجة المصبوغة بالطريقة 
التقليدية. 
7 قصنيف الأصباغ الحيوية 
تصنف الأصباغ الحيوية إلى حامضية؛ وقاعدية. 
7 الأصباغ الحامضية 
تستخدم هذه الأصباغ بتركيز خفيف جداً (واحد في الألف) لفحخص عينات 
على شرائح مباشرة. أو بنسبة 10-1/ لصبغ أعضاء داخلية بالغمر وفي حالة حقن 
هذه الأصباغ تستعمل بتركيز حوالي 10/. والمذيب المفضل لمذه الأصباغ هو الماء 
المعدني, أو محلول رنجر 5هناناا50 8188675. ومن أمثلة هذه الأصباغ: اليزارين 
ةج ااف» أزرق تريبان عناا8 هوم/12, وأحر كونغو 160 008280. 
7 الأصباغ القاعدية 
تقسم هذه الأصباغ للمجموعات التالية: 

أ. مجموعة ثيازين 181321265 ومنها أزرق ميثلين عناظ عمءالإطاء/3. 
وأزرق تولويدين عنااهظ 26ع10نا1ه1. وهذه الأصباغ مفيدة لصبغ 
الفجوات الخلوية. 

ب. مجموعة أكسازين 0321265 ومنها أزرق النيل 816 ع1ذلل. وهي صبغة 
هامة في دراسة مراحل النمو والتحركات الخلوية في أجنة الفقاريات. 

ج. مجموعة آزين 65 ومنها الأحر المتعادل 560 1:21ا7/6 الذي يستعمل في 
دراسة مراحل نمو أجنة الفقاربات؛ وفي صبغ الفجوات الخلوية». وكذلك 
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أخضر جانوس 05668 135005 الذي يعتبر صبغة تقليدية لصبغ الميتوكوندريا. 
وهذه الصبغة أقل الصبغات الحيوية سمية. 
7 طرائق الصبغ الحيوي 
توجد طريقتان للصبغ الحيوي. تتمثل الأولى بوضع العينة داخل قطرة من 
الصبغة الحيوية على شريحة زجاجية؛ ثم تغطى بغطاء زجاجي. وتفحص بعد مرور 
الوقت المناسب للصبغ. وهذه الطريقة مفيدة لصبغ خلايا منفصلة. 
أما الطريقة الثانية فتعتمد على وضع العينة داخل قطرة سائل فسيولوجي 
عمتلة5 أو سائل كحولي على شريحة فيها منخفض. وقبل جفاف هذه القطرة 
تضاف قطرة من الصبغة اللازمة لفترة مناسبة تسمح بتخلل الصبغة إلى داخل 
الخلايا. 
8. حالات صبغ العينات 
تصبغ العينات البيولوجية كمقاطع. أو كنماذج كاملة» أو كمسحات أو هرسات. 
8 صبغؤغ المقاطع 08أطلة)5 108)ءعء5 
هذه طريقة تقليدية لصبغ التحضيرات المجهرية؛ وتستعمل لصبغ مقاطع من 
أنسجة نباتية أو حيوانية. وعادة ما يزال البرافين من المقاطع باستخدام الزايلينء ثم 
يزال الزايلين باستخدام كحول مطلق. وتمرر الشرائح الحاملة للمقاطع بعد ذلك في 
تدرج كحولي هابط حتى صل إلى تركيز كخولي مساو لقوة تركيز الكحول الذي 
تكون الصبغة مذابة فيه. أما إذا كانت الصبغة مذابة أصلاً في الماء فلا بد من تحرير 
الشرائح هبوطاً في التدرج الكحولي الكامل (مطلق. ثم 95/ و 70/و 50/ و 30/) 
ثم تنقل الشرائح إلى ماء مقطر وذلك قبل نقلها إلى محلول الصبغ المائي. 
8 صبؤغ النماذج الكاملة 5218128 110111 عاو طلا 
تستخدم هذه الطريقة لصبغ التقادج الكاملة الني قد تكون حيوانات مجهرية أو 
أجزاء نباتية أو أجنة صغيرة» ولكن نادراً ما يكون توزيع الصبغ متساوا في مختلشف 
أجزاء العينة. وتستخدم هذه الطريقة لصبغ الأجنة قبل تحضير مقاطع منها حتى يسهل 
تمييزها في قالب الشمع. وتجري جميع عمليات الصبغ وما يتبعها في صحن زجاجي 
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صغير أو صحن سيراكوز 0155 056ا530/إ5. وبطبيعة الحال» تكون العنيات المصبوغة 
كنماذج كاملة غير معرضة لعمليات التشريب والطمر والقطع. 
8 صبغ المسحات والهرسات 9128 ل2ة]5 500251 لي 52220 

تشبه هذه الطريقة تلك التى تستخدم في صبغ المقاطع. ولكن لا توجد حاجة 
لإزالة الشمع لأنه ليس موجوداً على الشرائح أصلا. وإذا أريد جعل هذه 
التحضيرات دائمة فإنه يجب تجفيف العينات المصبوغة وترويقها وتغطيتها ببلسم كندا 
ثم بالغطاء الزجاجي. ومن العينات التى تصبغ كمسحات: البولء؛ والدمء. وبطانة 
المهبل وسقف الحلق. ومن أمثلة العينات التي تصبغ كهرسات الغدد اللعابية لذبابة 
الفاكهة والخصية والمبيض والقمم النامية من جذور وسيقان النبات. 
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تغطية المقاطع ووسم الشرائح 

بعد صبغ المقاطع. لا بد من تغطيتها بوسط مناسب وغطاء زجاجي رقيق. وبعد 
تجفيف الشرائح, لا بد من تنظيفها ووسمها. ونعالج فيما يلي أهمية التغطية» ووسائط 
التغطية» إضافة إلى أهمية وكيفية وسم الشرائح. 
1. أهمية تغطية الشرائح 

تغطى الشرائح التى تحمل مقاطع أو مسحات أو هرسات أو تحضيرات 
كاملة بأغطية زجاجية رقيقة, وذلك لتسهيل دراستها تحت المجهرء لأن 
التحضيرات المصبوغة وغير المغطاة لا تظهر إلا قليلا من التفاصيل. وتتحسن 
إمكانية رؤية مكونات التحضير إذا غطيت بمادة شفافة يكون معامل انكسارها 
قريباً من معامل انكسار الزجاج. كما أن الغطاء يحمي التحضيرء وخاصة 
المقاطع. البي هي عادة شديدة الرهافة. من التهتك والإزالة من على الشريحة 
نتيجة للاحتكاك بأشياء مختلفة. كذلك يقلل الغطاء من أكسدة الصبغة وبالتالي 
يمنع فسادها. 
2. مواصفات وسط التغفطية 

يكون وسط التغطية إِمّا من النوع الذي يمتزج بالماء» وفي هذه الحالة لا تكون 
إزالة الماء من المقاطع بعد صبغها ضرورية أو من النوع الذي لا يختلط بالماء. وهنا 
يجب إزالة الماء من المقاطع وترويقها ثم تغطيتها. والنوع الثاني هو المستخدم بشكل 
عام؛ ويجب أن تتوفر فيه المواصفات التالية: 

. الامتزاج الكلي مع وسط الترويق (إن كانت هناك حاجة للترويق). 

ب. اقتراب معامل انكساره من معامل انكسار الزجاج. 
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ج. عدم التفاعل مع الصبغة أو مكونات النسيج. 
د. عدم تشويه التراكيب المصبوغة. 
.٠‏ عدم التشقق أو التحبب عند جفافه. 
و. عدم تلاشي الصبغة مع مرور الوقت نتيجة لأكسدته. 
3. أنواع وسائط التفطية 
تكون وسائط التغطية إما دائمة أو مؤقتة. تتوفر من النوع الأول وسائط 
مثل بلسم كندا وكلا رايت. ومن النوع الثاني يمكن استعمال الماء. والجليسرول 
وهلام الجليسرين. 
3 وسائط التغطية الدائمة 
هذه صموغ إما طبيعية أو صناعية ومن أهمها بلسم كنداء وكلارايت 
11 خ.10.2. 
1.3 بلسم كنذا 8215212 32303 © 
هذه مادة طبيعية تفرز من بثور في سيقان نبات البلسم 2 وه 1ط[ لل 
ويمكن الحصول عليها كمادة طبيعية لزجة تستخدم في التحضيرات الكاملة؛ أو 
تكون جافة تذاب في الزايلين لتغطية المقاطم. 
ولهذا الوسط عدة فوائد. هي: 
أ. له معامل انكسار 1.25 وهو قريب جداً من معامل انكسار الزجاج. 
ب. شفاف ولا لون له عند تجفيفه. 
ج. يجف بدون تحبب. 
د. يذوب بسهولة في الزايلين. 
غير أن لهذا الوسط سلبية تتمثل بزيادة دكانته بمرور الزمن. إضافة إلى أنه 
يصبح حامضياً نظراً لأكسدته لوسط الزايلين» مما يسبب الشحوب 
التدريجي لعدة صبغات. 
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3 كلارايت 013:16 

أصبح هذا الوسط شائع الاستعمال. معامل انكساره 1.54 ويستعمل كمحلول 
في الزايلين بنسبة 60./. 

1.3 .ط.2 

يتكون هذا الوسط من خليط من ديسترين 1015626 و ملدّن :2ذه212501 و زايلين 
©1166 وهو عديم اللون.» ويجف بسرعة. ويساعد على حفظ صبغة الشريحة؛ ومعامل 
انكساره 1.25. ونظراً لميزات هذا الوسط. فإنه أصبح شائعاً جداً في مغتبرات التحضير 
ا جهري وحل محل وسط بلسم كندا. 
3 وسائط التغطية المؤقتة 

لا يكون التحضير الدائم في بعض التحضيرات الجهرية ضرورياًء إما لأن 
التحضير هو للاستعمال المؤقت. أو أن وسائط التغطية تذيب بعض مكونات الخلايا 
كالدهون. والوسائط المستعملة للتغطية المؤقتة تشمل الماء والجليسرول وهلام 
الجليسرين. 

3 الماء 

يستعمل في الغالب لعمل التحضيرات المبتلة 5]دناه8 18/66 ولكونه شفافاً فإنه 
يتيح رؤيا جيدة» ولكن جفافه سريع ولا يتيح استعمال العدسة الزيتية. 

3 جليسرول 01766201 

وسط جيد للتحضيرات المؤقتة» وإذا أحكم إغلاق حواف غطاء الشريحة جيداً 
فإنه يعتبر وسطأ شبه دائم. وتخفيفه بقليل من الماء يحسن من الرؤيا. 

3.م23 هلام جليسرول '(1اءل 01مء»0212 

يف هذا الوسط سريعاًء ولكنه قد يحفظ المواد المصبوغة لعدة سنوات إذا 
أحكم إغلاق حواف غطاء الشريحة جيداً. ومن عيوب استعماله شحوب الصبغات 
بمرور الزمن. 
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4. طريقة تغطية المقاطع 


4 اساس 


التغفطية السليمة 


للحصول على شرائ ئح مغطاة بشكل جيد يجب مراعاة ما يلي: 


. 


ب. 


0 


أن تكون الشرائح وأغطيتها نظيفة قبل بدء العملية. 

أن تكون كمية وسط التغطية مناسبة. فالكمية القليلة لا تغطي كل 
التحضيرء والكثيرة تنرّ من تحت الغطاءء. الأمر الذي يربك عملية تنظيف 
الشريحة والغطاء فيما بعد. 


. أن يسبق عملية التغطية إزالة كاملة للماء إذ كان وسط التغطية غير قابل 


للامتزاج بالماء» وإلا فإن التحضير يبدو محلبا 

أن يكون قوام وسط التغطية مناسبأً. لأنه إذا كان كثيفأ فإنه يسبب تكوين 
فقاعات هوائية» وإذا كان بالغ الرقة فإنه ينسحب من تحت أطراف الغطاء. 
أن تنم التغطية بأسرع ما يمكن» وعدم ترك الشريحة معرّضة للهواء دون تغطية. 


تجفيف التحضير على صفيحة دافئة. 
4 خطوات التغطية السليمة 
بعد ترويق المقاطع المصبوغة؛ يمسح حول ا 0 
رأسها قطنة مبللة لإزالة المروّق الزائد ولتنظيف الشريحة قبل تغطيتها. وبعد ذلك 


تضاف الكمية المناسبة من وسط التغطية فوق التحضيرء ويغطى لعشي ونطاء 
زجاجي رقيق (2222 ملم) يوضع بحيث يلامس حافة الشريحة ويعمل معها 
زاوية 45؟ (شكل1).؛ ثم تخفض حافة الغطاء الأخرى برفق حتى لا تتكون 
فقاعات هوائية. 
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شكل 1: طريقة تغطية المقطع على الشريحة 
وإذا تكونت فقاعات هوائية» فيمكن التخلص منها بالضغط الخفيف على الغطاء بإبرة 
تشريح. وتقتضي كثرة الفقاعات إعادة عملية التغطية وذلك بغمس التحضير كلياً وفي 
وسط الترويق حتى ينفصل الغطاء على الشريحة. وفي الحالات التي يكون فيها 
التحضير سميكاًء كأن يكون لجحنين دجاجة مثلاء فإنه يتوجب رفع الغطاء على حلقة 
من البلاستيك أو أنابيب شعرية (شكل2). 





شكل 2: رفع الغطاء في التحضير السميك 
بعد إتمَام عملية التغطية» لابد من تجفيف الشرائح. وذلك بوضعها على صفيحة 
دافئة عند حرارة 40”س.ء أو في فرن صهر الشمع (عند حرارة 40-35 س) لمدة 
ساعتين. ويمكن أن يتم التجفيف بترك الشرائح عند حرارة الغرفة لمدة ثلاثة أيام. وفي 
كل الحالات تبقى الشرائح بوضع أفقي خلال تجفيفها وإلا تنزلق أغطية المقاطع إلى 
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حافة الشرائح عند ٠‏ سعها عمودياً. وقد ينتج عن ذلك تهتك بعض المقاطع. لذلك. 
يجب أن لا يبدأ تنظيف الشرائح إلا بعد إنجاز عملية التجفيف. 
5.تنظيف ووسم الشرائح 51105 01 98 ناءع2! لدة عستمدةء1 0 
تنظف الشرائح ويوضع عليها ورق وسم بعد إتمام تحضيرها. ويمكن إزالة وسط 
التحميل الزائد من حول جوانب الغطاء بواسطة شفرة. وتزال آثار وسط التغطية بقطعة 
مبللة بكحول 95/. ويجب تجنب الزايلين في هذه الحالة لأنه يطرّي غطاء الشريحة. 
وبالنسبة لوسم الشريحة» فإن وضع ورقة مناسبة عند طرف الشريحة يعتبر أمرأً 
هاما إذ يكتب عليها معلومات عن نوع النسيج والمثبت والصبغة» وتاريخ التحضير» 
وفي النهاية تخزن الشرائح في حافظات خاصة. إما عمودياً في علب خشبية أو 
بلاستيكية بها أخاديد. أو أفقياً في حافظات كرتونية. وينصح بالتخزين الأفقي 





شكل 3: طريقة وضع ورقة الوسم 
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الفصل السابع 
طرائق المسح والهرس والتجميد 


تستعمل هذه الطرائق في التحضيرات المجهرية السريعة للحصول على نتائج 
فورية» وهي مفيدة جداً في البحوث والدراسات المختصة بعلم الخلية والأمراض 
النسيجية والأحياء الدقيقة. 


1. المسح 51216211228 

تستعمل هذه الطريقة للأنسجة التى يصعب قطعهاء ا 
كالدم والسائل المخي. وسائل النخاع الشوكيء والسائل السيلومي والبول. كما 
تصلح لأخذ مسحات من سطوح الأعضاء الطرية الرطبة كالمهبل وتجويف الفم 
وسقف الحلق. إضافة الى نخاع كنخاع العظام. 

تعمل المسحة بفرش السائل بين شريحتين أو بين شريحة وغطائها للحصول 
على طبقة رقيقة. وهنالك طرائق عدة لإجراء عملية المسح. لعل مسحة الدم 
أكثرها شيوعاًء ويبين الشكل (1) طريقة عملها: 
أ. توضع قطرة دم على الشريحة الأفقية وتسحب قليلاً بالشريحة العليا باتجاه اليمين. 
ب. يسحب الدم بواسطة الشريحة العليا باتجاه اليسار. 





الجزء الأول 

ج. تثبت المسحة بعد عملها باستخدام مثبت مناسبء وتحرك الشريحة في ا هواء 
وتستعمل هذه الطريقة لمسحات البكتيريا وكريات الدم الحمراء والبيضاء. أما 
الأنواع الأخرى من المسحات فتثبت قبل تجفيفهاء وذلك باستعمال بخار المنبت 
كحامض الأوزميك أو الفورملين. إذ تقلب الشريحة التي تحمل المادة المفروشة 
إلى أسفل فوق صحن بتري 11598 1اء2 أو سيراكوز ©5ا120لا51 يحتوي المثبت 
لمدة 5-3 دقائق. 
في الحالات التى تكون فيها المادة المفروشة على الشريحة مخاطية أو بروتينية. 
كمسحات اللمهبل أو البروستاتا أو تلك المأخوذة من الفم فإنه يمكن غسلها بعد 
تثبيتها. أما المسحات التى لا تحتوي على بروتين» كالبول؛ فإنه يمكن ترسيبها 
بالطرد المركزي, ثم تمسح على شريحة عليها بياض البيض 7268نااة 5888. 
ويمكن تثبيت المادة المراد مسحها بفورملين. ثم ترسب بالطرد المركزيء ويعلق 
الراسب في محلول ملحي مضاف له نقطتين من الألبومين لكل 15 مل من 
امحلول. ثم تمسح على الشرائح وتجفف. ومن ثم تصبغ. 

د. الخطوة الأخيرة في تحضير المسحات هي صبغهاء ويمكن استعمال عدة صبغات 
تبعأ لنوع المسحة. فمسحات الدم تصبغ بمخلوط من أزرق ميشيلين وإيوسين» 
وهذا المخلوط يعمل كمثبت وصابغ في نفس الوقتء ثم يزال الماء من التحضير 
باستعمال تدرج كحولي صاعد. وبعد ذلك يروّق وتغطى الشريحة. 
ويمثل المسح وسيلة جيدة للتشخيص في علم الخلية التشخيصي والأمراض 
النسيجية. فتحضير المسحات من الإفرازات أو الزفرات أو الكشطات أو 
السوائل تساعد على تشخيص الحالات المرضية. لأن فحص هذه التحضيرات 
يعطي فكرة جيدة عن إصابات الأنسجة أو عمل الغدد الصماء أو انواع 
تفاعلات الأنسجة. كذلك تستعمل هذه الطريقة بشكل روتينى في مختبرات 
الأحياء الدقيقة. 1 
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2. الهرس (الدعك) 5011251118 

هذه طريقة أخرى لعمل التحضيرات المؤقتة للأنسجة التى ليست طرية 
بالقدر الذي يسمح لمسحهاء ولا هي صلبة بدرجة تكفي لقطعها دون طمسر 
مسبق. ومن العينات التي تخضع للهرس الأجزاء النامية في النباتات كالقمم 
النامية في الساق والجذرء والمياسم والمبايض والبتلاتء ثم الغدد اللعابية لذبابة 
الفاكهة» والعقد الليمفاوية» والأورام الطرية؛ ونخاع العظم والحويصلات المنوية 
والخصية. 

يهرس النسيج بوضع العينة على شريحة نظيفة وتفرش تحت غطاء الشريحة. 
بضغط يمكن من نشر وفرد الخلايا. ومن المعتاد أن تحاط العينة بسائل مناسب قبل 
هرسهاء ويعتمد اختيار هذا السائل على طبيعة العينة والغاية من التحضير. فالقمم 
النامية للجذور أو السيقان والأوراق توضع عادة في متحلول حامض الهيدروكلوريك 
01 ليفكك جدر الخلايا قبل أن تصبغ ب أسيتوكارمين 4061030156 أو 
أسيت وأورسين 7أع4661001. 

تناسب طريقة اهرس لإظهار دراسة الكروموسومات. ذلك أن السيتوبلازم 
يتهتك أثناء التحضير. وبذلك تختلف طريقة المرس عن المسح التى تحافظ على البنيان 
السيتوبلازمي والنووي معاً. وتعامل العينات الطازجة قبل هرسها إما بالماء المقطر أو 
بمحلول منخفض الضغط الأسموزي من سترات الصوديوم (0.37)/ حيث تتفكك 
الخلايا وتنضح الكروموسومات فيسهل عدها. وتصبغ الهرسات إما بأسيتوكارمين أو 
أسيتوأورسين» فيسهل تصوير وتنميط الكروموسومات 123225700/01028. 

يمكن تحويل الهرسات المؤقتة إلى دائمة بوضع الشريحة على قالب من الجليد الجاف 
لمدة 5 دقائق حتى يكتسي غطاء الشريحة بالجليد. لأن استعمال أي طريقة أخرى كمحاولة 
إزالة الماء وإظهار النسيج ستؤدي إلى رفع المادة المهروسة مع غطاء الشريحة عند محاولة 
فكها. وعادة توضع شفرة بين الشريحة والغطاء ثم يرفع الغطاء. ويمكن فصل غطاء الشريحة 
بوضع التحضير في إناء يحوي كحول إيثيلي تركيزه 70/. ثم تمرر العينة بتدرج كحولي 
صاعد. ثم تروّق وأخيراً تغطى بوسط مثل بسلم كندا وتجفف. 
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3. التجميد 62128ع1'22 
تمثل طريقة التجميد أداة قيمة في حالات معينة كالتشخيص الفوري لحالات 
مرضية مثل الأورام. وكذلك تستعمل هذه الطريقة بشكل موسع في مختبرات 
الأمراض النسيجية 1,8300:8:05:65 إع53]010, لأنها تمكن الأطباء من التشخيص 
السريع قبل إجراء العمليات الجراحية. إضافة لذلك فإن ها فوائد كثيرة منها: 
أ. إظهار الإنزيمات في العينات البيولوجية لأن العينات التي تحضّر بهذه الطريقة لا 
تتعرض لدرجات حرارة عالية مثلما يحدث أثناء التشريب في التحضيرات المجهرية 
العادية. 
ب. إظهار الدهون التى غالباً ما تذوب في الكحول أو مذيبات الشمع. مثل زايلين. 
جَ. الاستعمال في تحضيرات الأنسجة العصبية. 
د. توفير الوقت بتجنب كثير من العمليات كإزالة الماء والتشريب والطمر. 
مقابل ذلك يوجد لهذه الطريقة بعض السلبيّات أهمها: 
أ. عدم التمكن من عمل مقاطع متسلسلة. 
ب. التسبب في تشويه الأنسجة أثناء قطعها نتيجة لعدم طمرها. 
ج. عدم وضوح الصبغة بدرجة مناسبة كما في العينات المثبنة والمحضرة بطريقة 
الشمع. 
عندما يراد فحص المقاطع للتشخيص الفوري, تؤخذ عيئّة من النسيج وتسمى خزعة 
:81055 وتغسل في محلول ملحي وتوضع على لوحة التجميد في جهاز يسمى كريوستات 
1051816 (شكل 2) ١‏ وتجمد العيئّةوتقطع. أما إذا لم تكن هناك حاجة ملحة للشائج فإن 
النسيج يثبت في فورملين تركيزه 10/. 
تعمل أجهزة الكريوستات الحديثة بسهولة؛ وهي مقاومة للصدا لكون الحجرة 
مصنوعة من صلب لا يصدأء ومزودة بنظام لمنع تكون الضباب وبمصرف للثلج 
الذائب بعد العملء. وبأماكن لحفظ 6-4 حاملات أنسجة. وتتراوح الحرارة في ثلاجة 
الجهاز من 10 إلى 30؟س تحت الصفر. 
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للقطع مجهاز الكريوستات توضع الأنسحة بمقاس 4-2 ملم على حامل 

مناسبء بعد إحاطتها بمادة خاصة مناسبة. وفي مكان خاص لتتجمد خلال دقائق 

قليلة: ثم يغبت حامل العينة في جهاز القطع. وتعين درجة ميل السكين وسمك 

المقاطع ويبدا بالعمل. وبضبط صحيح وأناة وصير ومعرفة جيدة بالعملية يمكن 

الحصول على مقاطع ممتازة. تنزلق تحت لوحة بلاستيك شفافة مانعة لإلتفاف المقاطع. 
وذلك لضمان بقاء المقاطع مسطحة. 
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تجمع المقاطع المجمدة على شرائح نظيفة بإنزال الشريحة على المقطع بعد 
إبعاد صفيحة منع الإلتفاف. التي تعاد إلى مكانها لعمل مقاطع جديلة. وتثبت 
المقاطع على الشرائح بتحريكها في المواء أو تثبيتها في مخلوط من 15 مل من 
فورملدهايد تركيزه 0 و 85 مل من كحول تركيزه 5 لمدة دفيقتين. كما 
يمكن استعمال الأسيتون. ثم تصبغ المقاطع بهيماتوكسلين وأيوسين بالطريقة 
التقليدية. وبعد إزالة الماء من المقاطع. تروّق ثم تغطى بوسط مناسب وبغطاء 
زجاجي. بعد ذلك تجفف الشرائح وتنظف وتدرس لتشخيص الحالة. 
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الفصل الثامن 
النماذج الكاملة 
النماذج الكاملة 12011215 016 هي تحضيرات مجهرية إما لكائنات متكاملة, 

أو لأجزاء منها تكون صغيرة وشفافة بحيث يمكن دراستها بشكل عام بدون الحاجة الى 
دراسة تركيبها بالتفصيل. ويعتبر تحضير النماذج الكاملة أسهل من التحضيرات 
امجهرية الأخرى؛ وذلك بسبب السهولة النسبية للخطوات المتبعة في التحضير. وتشكل 
الشرائح التي تحمل تماذج كاملة جزءاً رئيساً من مقتنيات مختبرات الطفيليات والأجنّة 
والحيوانات اللافقارية. والنباتات اللاوعائية. وتكون هذه النماذج إما مؤفتة أو 
مستديكة. 
1. النماذج الكاملة المؤقتة 

تحضرّ النماذج المؤقتة من أجل الدراسة الآنية با جهر الضوئي. وبشكل عام. لا 
يفحص أي كائن موجود على شريحة دون أن يغطى بغطاء زجاجي رقيقء يؤدي 
استعماله إلى منع تكثف الماء على عدسات المجهر» إضافة إلى تسطيح العينة. 

عند تحضير نماذج مؤفتة تضاف نقطة من سائل يحتوي على العينات المراد 
فحصها على شريحة» ثم يضاف غطاء زجاجي. وإذا لم يمنع تبخر الماء فإن التحضير 
سيجف ويشوه تركيب العينة. ويمكن تحاشي ذلك بعمل حلقة من مادة هلام البترول 
في وسط الشريحة» يضاف إليها فيما بعد نقطة من السائل الذي يحوي على العينة. 
وبعد ذلك يضاف الغطاء الزجاجي ويضغط فوق الحلقة ليلتصق بهلام البترول. 

وفي الحالات التى يكون فيها الكائن الحي سريع الحركة؛. كما هي الحال في 
الحيوان الأولي براميسيوم 17ناأء233726 يكون من المفيد إبطاء حركة هذا الكائن 
بإضافة حجم من 5/ آجار :48 يساوي حجم النقطة المضافة للشريحة. وكذلك 
يمكن استعمال 1/ من مادة 061101056 10611/1/ق03:80) لتحقيق نفس الهدف. 
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2. النماذج الكاملة المستديمة 

كما ذكرنا سابقاً فإن تحضير النماذج الكاملة أمر بسيط يستغرق إعداده وقتاً 
قصيرأًء يقل عن ساعة, وتخدم هذه التحضيرات هدفاً ما لفترة وجيزة. أما إذا كان 
الهدف من تحضير النماذج الكاملة هو جعلها أكثر استدامة للرجوع إليها فيما بعد. 
فإن أمر تغييرها إلى تحضيرات دائمة يعتبر شيئاً حيوياً. وفي هذه الحالة تثبت العينة 
أولأء ثم تغسل وتصبغ ويزال الماء منهاء وتروّق» ثم يضاف إليها وسط تغطية صمغي 
مثل بلسم كندا. ويمكن استعمال وسط للتغطية قابل للامتزاج بالماء وفي هذه الحالة 
يضاف الوسط للعينة مباشرة بعد تثبيتها وغسلها. 

وبشكل عام. يمكن القول بأن الوسائط الصمغية تجعل التحضير أكثر استدامة 
مقارنة بتلك التى تغطى بوسائط تمتزج بالماء. ويحقق استعمال الوسائط الصمغية 
أمرين: تغطية وحماية النماذج المصبوغة؛ وجعلها أكثر شفافية. وتأتي هذه الشفافية 
نتيجة ازدياد معامل انكسار العيئة المصبوغة عندما تطمر بالوسط الصمغي. ونظراً لأن 
هذه الوسائط لا تمتزج بالماء. فإن إزالة المامعة الفيعات وخر آمرا ضروريا. 
2 معاملة الكائنات المتحرركة 

في حالات معينة» كما في معظم اللافقاريات. تكون العينات المراد تحضير نماذج 
كاملة ودائمة منها سريعة الحركة. ولذلك فإن تثبيتها قبل إبطاء حركتها سيغير من 
شكلها الطبيعي وبالتالي يجعل تحضير النماذج عديم الفائدة. ويتطلب تحضير نماذج 
كاملة وجيدة منها استعمال مواد لمخدرة تجعل هذه الكائنات غير قادة على الانقباض 
العضلي. وللمحافظة على شكل العينة» تجرى عملية التخدير بتبطء؛ بحيث يضاف 
القليل من المادة المخدرة أولأء ثم يضاف المزيد منها تدريجياً. أما عملية التثبيت فإنها 
تتم عندما تتوقف حركة العينة. ولعله من المفيد أن نذكر شيئاً من عوامل التخدير 
الرئيسة التى تبطئ حركة العينات اللافقارية لكي يمكن تحضير تماذج دائمة منها. 
2 عوامل التخدير 

من أكثر عوامل التخدير شيوعاً في معاملة اللافقاريات الدقيقة قبل تثبيتها 
لتحضير نماذج كاملة منها: سلفات المغنيسيوم 51181 1اناأوعمع2)3543 و كوكايين 
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ع2نة000). و متقثول 1وطامء]2. وكلو رفورم 0107501053. و إيشر :2156 إضافة إلى 
الكحول 8100501. ويستخدم التبريد أيضاً لإحداث نفس الأثر. وفيما يلي شرح 
موجز عن كل من هذه العوامل: 
2 سلفات المغنيسنيوم 
تستعمل هذه المادة بنجاح في تخدير شقائق النعمان البحرية 4726110765 562. 
والحيوانات المرجانية 15 © والديدان الحلقية 095 ة. وغيرها. وعادة» توضع 
كمية من بلوؤرات هله المادة في جراب يكون معلقاً فوق السائل الذي يحتوي على هذه 
اللافقاريات وملامساً له. وعندما تخدر هذه الكائنات. يسحب الماء الذي يغطيها بحيث 
تبقى أقل كمية منه. ثم يضاف المثبت. بعد ذلك تنقل العينات إلى وعاء جديد مضاف 
إليه مبنت ظازج. ثم تستكمل خطوات الغسل والصبغ وإزالة الماء والترويق والتغطية 
والتجفيف. 
2 الكوكايين 
يستعمل في تخدير اللافقاريات التالية: الهدبيات 01113]65.: والدوّارات 80111625 
وافيدرا 11920113 والحيوانات الطحلبية الحزازية 819/020825 وبعض الديدان. يضاف 
1 مل من محلول مائي لهذه المادة بتركيز 10/ إلى 100 مل من الماء الذي يحوي 
الحيوانات. وتثبت الحيوانات بعد توقف انقباضهاء ثم تستكمل بقية الخطوات من 
غسل وصبغ حتى التغطية والتجفيف. 
2 المنثول 
هذا المخدر فعال لتخدير الحيوانات البحرية المقعدة ©5©55:1. وكذلك اللاسعات 
(الجوفمعويات) (0061601618165) 001031325 و الحيوانات الحزازية 82/020825 
والديدان العريضة 5>اناا:5. ويضاف هذا المخدر بعد سحق بلوراته في قليل من الماء. 
وتثبت الحيوانات بعد أن تتوقف عن الانقباض., ثم تستكمل بقية الخطوات. 
2 الكلوروفورم والإيثر 
يمكن إضافة هذين المخدرين على سطح الماء الذي يحتوي الحيوانات البحرية. 
ويستعملان كذلك في تخدير الحشرات و العنكبوتيات 812612105. 
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2 الكحول 

يضاف هذا المخدر بشكل متدرج بحيث يصبح تركيزه في الماء حوالي 10/. وهو 

فعال جداً في تخدير ديدان الأرض. والحيوانات الدقيقة التي تعيش في الماء العذب. 
2 التبريد 

توضع الحيوانات الدقيقة في حجرة التجميد في الثلاجة» أو في مزيج من الملح 
والثلج. وهذه الوسيلة مفيدة في معالجحة الديدان الشريطية 13610185'. وبعد نقل 
الحيوانات إلى ماء فاتر تثبت بالوسط المناسب ثم تستكمل بقية الخطوات اللازمة 
لتحضير تماذج كاملة. 

ومن أجل تحضير نماذج كاملة جيدة وشفافة» تستعمل أصباغ الكارمين في 
الحالات التالية: الجوفمعويات. الحيوانات الحزازية والديدان المفلطحة والشريطية 
والحلقيات الصغيرة وغيرها. 

يلاحظ بأن التأكيد فيما سبق كان على اللافقاريات» والسبب في ذلك يعود إلى 
أن هناك أعداد كبيرة من أنواع مختلفة لهذه الكائنات الحية, تنتشر في بيئات مختلفة. 
ولقسم لا باس به منها أجسام صغيرة تكون غالباً شفافة» الأمر الذي يسمح بتحضير 
نماذج كاملة منها تفيد في التدريس والأبحاث. 

أما بالنسبة للفقاريات. فإنه يمكن تحضير نماذج كاملة من بعض أجزائها 
الصغيرة. وكذلك يمكن تحضير نماذج من أجنّتها. ويعتبر شيوع النماذج الكاملة من 
أجنة البرمائيات والطيور والزواحف والمراحل الأولية من أجنة الندييات دليلاً عن 
أهمية هذه التحضيرات في التدريس. وبشكل عام. فإن الطرائق التقليدية في معاملة 
الأنسجة. من حيث تثبيتهاء وإزالة الماء منهاء وترويقهاء وصبغها وتغطيتهاء تستعمل في 
تحضير النماذج الكاملة لأجزاء ولأجنّة الفقاريات. 
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الفصل التاسع: الأدوات والزجاجيات 

الفصل العاشر: الأجهزة اللازمة ‏ التحضير المجهري 
الفصل الحادي عشر: المثبتات 

الفصل الثاني عشر: مزيلات الماء ووسائط الترويق 

الفصل الثالث عشر: وسائط التشريب والطمر 

الفصل الرابع عشر: محاليل الصبغ والتمييز 

الفصل الخامس عشر: وسائط لصق وتفغطية المقاطع 

الفصل السادس عشر: تتحضير مسحة دم إنتسان 

الفصل السابع عشر: تحضير هرسة من الفغدد اللعابية لذبابة الفاكهة 
الفصل الثامن عشر: تحضير هرسة من قمة جذر البصل 
الفصل التاسع عشر: تحضير نماذج كاملة 

الفصل المشرون: تحضير مقاطع من أنسجة حيوانية 
الفصل الحادي والمشرون: تحضير مقاطع من أانسجة نباتية 
الفصل الثاني والعشرون: تحضير مقاطع متسلسلة 


الفصل الناسسع: الأدوات والزجاجيات 


الفصل التاسع 
الأدوات والزجاجيات 


تتطلب العمليات المختلفة في التحضيرات المجهرية الضوئية عدة أدوات وأجهزة 
ومحاليل ووسائط قبل تحضير شرائح جاهزة منها. إضافة إلى ذلك لابد من توفر أنواع 
متخصصة من الزجاجيات والمواد المتفرقة حتى تبلغ تلك العمليات مداها. 
في هذا الفصضل سنستعرض أدوات التشريح اللازمة في مختبر التحضير المجهري. 
كذلك. سنتعامل مع قوالب الطمر وحوامل قوالب الشمع؛ والزجاجيات والآدوات 
المختلفة الى يجب توفرها في هذا المختبر. 
1. أدوات التشريح 10015 08أاء1(1556 
من مجموعات أدوات التشريح اللازمة للتحضير المجهري نذكر هنا العناصر 
الأساسية وهي كما يلي ومبينة في شكل (1). 
أ. مقص تشريح عريض (05020) 50155015 108أ1(15560 
ب. مقض تشريح ر فيع (0ع0121م) 56155015 ع128اءع10155آ1 
ج. ملقط عريض الطرف (كبير) (13586) 5معع1*05 
د. ملقط رفيع الطرف (550811) 5معء1”02 
ه. مشرط أعم[508 
و. مسبار 272066 
ز. إبر ة تشريح لع م0ناء01556] 
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شكل 1: أدوات التشريح المستعملة في مختبرات التقانة الجهرية 
أ. مقص تشريح عريض؛ ب. مقص تشريح رفيع؛ ج. ملقط عريض الطرف (كبير)؛ 
د.ملقط رفيع الطرف؛ ه. مشرط؛ و.مسبار؛ ز. إبرة تشريح. 


2. قوالب الطمر 1011105! 1:26001128 
هناك عدة أنواع من هذه القوالب يظهر بعضها في شكل (2). 
أ. قوالب معدنية على شكل حرف .1آ. ويستعمل منها اثنان فوق لوح زجاجي 
صغير لعمل قالب طمر. ويتوفر هذا النوع بأشكال مختلفة. 
ب. قوالب بلاستيكية؛ تتوفر بأحجام وأشكال مختلفة. 
ج. قوالب ورقية. 


- 84- 


الفصل التاسع: الأدوات والزجاجيات 
كذلك يمكن استعمال صحون بتري 1015565 26]3. وصحون سيراكوز 56ا120لا5 
65« وصحون صغيرة من الخزف الصينى. وفي جميع الحالات. يطلى داخل القالب 





شكل 2: أنواع قوالب الطمر 
أ.النوع المعدني؛ ب.النوع البلاستيكي؛ ج. النوع الورقي. 


3. حوامل قوالب الشمع 11010615 عل8510 22121118 


هذه أدوات تحمل أو تثبت عليها قوالب الشمع لأغراض التقطيع وهناك عدة 
أنواع؛ يظهر منها أكثر نوعين شيوعاً في شكل 3. 
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شكل 3: حوامل قوالب الشمع 
أ. الحوامل المعدنية؛ ب. الحوامل الخشبية. 


أ. حوامل معدنية: وتتكون من قرص معدني سميك له ساق تدخل في مكان 
مناسب مجهاز التقطيع. وهي تشترى عادة من الشركة المنتجة لجهاز التقطيع 
ب. حوامل خشبية: ويمكن تصنيعها بتكاليف قليلة من أخشاب قاسية ويكون 
طول القطعة الخشبية عادة 3-2 سم وعرضها 2-1 سم وسمكها اسم. ومن 
مزايا القوالب الخشبية سهولة الصاق ورقة وسم عليها. 
4. الزجاجيات ©:013557872) 
بالإضافة إلى ما ذكر فإن العامل في مجال التحضير المجهري يحتاج إلى أدوات 
بسيطة. لها دور كبير في تحضير الحاليل اللازمة أو تنفيذ بعض الخطوات أثناء تحضير 
الشرائح المجهرية» ومن هذه الأدوات: الزجاجيات العامة (شكل4). والشرائح. 
وأغطية الشرائ ٠»‏ وجرار الصبغ. 
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شكل 4: الأدوات الزجاجية المستعملة في مختبرات التقانة ال جهرية 
أ.س؟ ب. دورق؛ ج. قمع؛ د.قنينة عينات؛ ه. قنينة قطارة؛ و.زجاجة محاليل؛ ز. مخبار مدرج؛ 
ح.صحن سيراكوز؛ ط. صحن أجنة؛ ي.صحن بتري؛ ك.زبدية؛ ل.زجاجة ساعة. 
4 الزجاجيات العامة 
أهم هذه الزجاجيات. هي: 
أ. كأس : ذو سعة تترواح بين 100 و 200 مل. 
ب. دورق 51351: ذو سعة تترواح بين 100 و 250 مل. 
ج. قمع [26انا: زجاجي أو بلاستيكي . 
د. قنيئة عينات 1/1215: ذات سعة 20-10 مل وتستعمل لإجراء عملية التثبيت. 
قنينة قطارة 8016 128م1(:05: ذات سعة 30-20 ملء لحفظ الماء المقطر أو 


بياض البيض أو بعض محاليل الصبغ المختارة. 
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و. 


زجاجة محاليل 801016 1638626: لحفظ محاليل التثبيت أو الكحولات أو أية 
محاليل أخرى. وتترواح سعتها بين 250 و 500 مل. 


. مخبار مدرج 0110 012010260: لقياس أحجام السوائل اللازمة. وهو 


بحجم 25 أو 50 أو 100مل. 


. صحن سيراكوز 10155 56نا51[/:20: يستخدم لإجراء عملية التشريب. أو 


. صحن أجنة 10155 [287051170108102: يستعمل لنفس الغرض المشار إليه في 


في معالحة أجنة. 


. زبدية 8011 1718867: ذات سعة حوالي 200 ملء» تستعمل في عزل أجنة 


الدجاج. 


. زجاجة ساعة 01355 1773]01: تستعمل في خطوات مثل التشريب أو بعض 


مراحل تحضير الأجنة. 


4 الشرائح المجهرية 511065 ©6م11250560/ 

تستعمل لتحميل المقاطع والتحضيرات الكاملة وهي تصنع عادة من زجاج وها 
الأبعاد التالية: 75251 مم أو 75371 مم أو 75<50<1 مم. والحجم الأول هو 
أكثرها شيوعاً. أما الحجمان الآخران فيستخدمان عادة في بعض أنواع التحضيرات 
الجنينية أو التحضيرات الكاملة لكائنات كبيرة نسبياً (شكل 5). 
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شكل 5:أنواع الشرائح المجهرية 


أ.شريحة كبيرة مقاس 37751 مم للعينات الكبيرة؛ ب. شريحة عادية 


مقاس 25751 مم؟ ج. شريحة عادية مسنفرة. 
4 أغطية الشرائح 5مذاذ5 ,001 
تصنع هذه الأغطية من الزجاج بأحجام وسماكات مختلفة. فمن حيث السمك 
يشار إليها بالرموز التالية: 


الأغطية رقم 0 وسمكها 0.13-0.085 مم 
الأغطية رقم 1 وسمكها 0.16-0.13 مم 
الأغطية رقم 2 وسمكها 0.25-0.19 مم 


يناسب سمك الأغطية رقم 1 لتغطية معظم المقاطع. ولكن في حالة المقاطع 
بالغة الرقة والتى يلزم فحصها بالعدسة الزيتية فلا بد من استعمال أغطية رقم 0. أما 
من ناحية الشكل فتكون الأغطية الزجاجية إما مستديرة أو مربعة أو مستطيلة 
(شكل6). ويترواح قطر الأغطية المستديرة بين 18 و 25 مم بينما يترواح طول ضلع 
المربعة منها ما بين 18 و 25 مم أيضاًء أما المستطيلة فيكون بُعديها 5035 ملم أو 
5 ملم. ويحدد سعر الأغطية بالوزن وهي تباع عادة في علب صغيرة. 
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شكل 6: أنواع أغطية الشرائح 
أ. مستدير؛ ب.مربع؛ ج.مستطيل. 
4 جرار صبغ الشرائح 355ل 51)3[191928 ١‏ 
توجد منها عدة أنواع يستخدم كل منها لغرض خاص أو لصبغ أعداد 
معينة من الشرائح. 
4 جرار كوبلين 5:ول «تام0© 


هذه أوعية مصنوعة من الزجاج تبرز داخلها وعلى طول جوانبها حزوز من 
الجدار الداخلي بينها ثلمات حيث توضع الشرائح. وتتسع كل قنينة لخمس شرائح 
أبعادها 25 “75 مم تقف على حوافها الصغيرة في وضع قائم. ويمكن وضع عشر 
شرائح معأ إذا وضعت كل شريحتين معاً ظهراً لظهر. وحلق القنينة أوسع قليلاً من 
طرفها القاعدي وها أغطية زجاجية غير محكمة (شكل17).: أو أغطية بلاستيكية محواة 
(شكل7ب). وهذه الأخيرة أفضل. 
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شكل 7: نوعان من جرار الصبغ 
4 صناديق الصبغ 80:5 1508م أ5)2 
وهي أيضاً مصنوعة من الزجاج وها حزوز زجاجية وثلمات» وتتسع لعشر شرائح 
تقف على حوافها الطويلة في وضع قائم» ولا أغطية زجاجية غير محكمة (شكل8). 





شكل 8: صندوق صبغ 
4 مجموعة الصبغ اطاسعودعة عستسمتواك5 


يطلق هذا الاسم عادة على صندوق زجاجي أو معدني مزود بصينية مسصنوعة 
من نفس مادة الصندوق ويمكن رفعها وإخراجها من الصندوق (شكل 9). و تحمل 
هذه الصينية الشرائح التى تكون قائمة على جوانبها الطويلة. ويكون الصندوق عميقاً 
بما يكفي لصبغ شرائح عادية» ويمكن استعمالها أيضاً لصبغ شرائح اصغر حجماً. 
وتتسع الصناديق الزجاجية لعشر شرائح. 
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5. علب الشرائح 1075 51106 

تصنع من الخشب أو البلاستيك القاسيء وتتوفر بأحجام متباينة؛ وأكثرها 
شيوعاً هي تلك التى تنسع ل 25 أو 50 أو 100 شريحة. وتتعرض الصناديق الخشبية 
للانبعاج: كما أن أبعادها لا تكون دقيقة عادة. فقد تكون أوسع أو أضيق مما يلزم. 
وصناديق البلاستيك أفضل إذا تكون مواضع حفظ الشرائح فيها أدق في أبعادها كما 
أن أغطيتها تكون أكثر إحكاماً (شكل10). 





شكل 10: علبة شرائح خشبية 

وهناك صوان اخرى مصنوعة من الخشب أو الورق المقوى أو المعدن وتوضع 

فيها الشرائح في وضع أفقي وليس في وضع قائم (شكل11). وكذلك فإن هذا النوع 

يفضل في حفظ شرائح العينات الكاملة التى تستخدم فيها كمية كبيرة من وسط 
التحميل ويخشى من تحرك الغطاء فوق العينة إذا ما وضعت الشرائح بوضع قائم. 
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شكل 11: صينية شرائح من ورق مقوى 


6. أدوات متفرقة 16015 15ا122601[اء11152 
تساعد هذه الأدوات في إتمام العمل في مختبرات التحضير ال جهري ولا يستغنى 
عنهاء وأهمها (شكل12): 
. رافع مقاطع 1.15 دمناءء5: وهي أداة تفيد في حمل المقاطع. 
ب. مبسط 5086013: ويستعمل لنقل المواد الكيماوية الصلبة عند نقلها من آنيتها 
إل الميزان. 
جَ. قطارة طبية 1م08 11010136: وهي نوعان: رفيعة وتستعمل لنقل محاليل 
كيماوية أو محاليل الصبغ بكميات قليلة» أو واسعة وتستخدم لنقل يعض 
المقاطع او الأجنة من السوائل. 
د. فرشاة شعر الجمل 81057 11315 031261©: وها استعمالات عدة كإزالة 
المقاطع أو الشمع عن السكين أو حمل المقاطع أو التنظيف أو غير ذلك. 
ه. ماصة 16]عم21: هي أداة زجاجية تستعمل لنقل السوائل بكميات قليلة 
معروفة الحجم. 
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و. ميزان حرارة :1161720126]6: ويستعمل لقياس حرارة الأفران أو مناضد 


التدفئة أو السوائل. 





شكل 12: الأدوات المتفرقة المستعملة في مختبرات التحضير المجهري 
أ.رافع مقاطع؛ نياء مبسط؛ج1. قطارة رفيعة؛ ج2 قطارة عريضة؟؛ 


د. فرشاة شعر جمل؛ ه. ماصة؛ و.ميزان حرارة. 


- 94 


الفصل العاشر: الأجهزة اللازمة ل التحضير المجهري 


الفصل العاشر 
الأجهزة اللازمة في التحضبر المجهري 

تحتوي مختبرات التحضير الجهري والأمراض النسيجية مجموعة من الأجهزة 
التى لا يمكن الاستغناء عنها. ومن هذه الأجهزة تلك المستخدمة في تقطيع الأنسجة 
وأجهزة شحذ سكاكين القطع. وأفران صهر الشمعء. ومناضد تدفئة الشرائح 
وموّزعات الشمعء ومعالجات الأنسجة الآلية وأجهزة الصبغ الذاتي. 

في هذا الفصلء سنتعامل مع معظم هذه الأجهزة عن كثب. وسنتطرق إلى 
بعض الأدوات المرتبطة بعمل هذه الأجهزة؛ وخاصة تلك المعنية بالتقطيع. 
1. أجهزة التقطيع 71121701601115[ 

تشكل أجهزة التقطيع عماد مختبر التحضير المجهري الضوئي ومختبر الأمراض 
النسيجية» وتشترك جميع أنواع أجهزة التقطيع بثلاث آليات. وهي: آلية ضبط سمك 
المقاطع, وآلية حمل وتثبيت السكين وآلية تثبيت القالب الحامل للعينة. ومن أجهزة 
التقطيع تتوفر الأنواع التالية: الدوّار والدقيق والثلجي. 
1.1 جهاز التقطيع الدوار 1112501016 140131 

وهو أكثر الأنواع شيوعاًء اخترع عام 1885. ويسمى بالدوار لأن جهاز الدفع فيه 
يغدّى بعجل دوّار يوجد عند أحد جوانب الجهاز ويدار آلياً أو باليد. ويكون جهاز تغذية 
الدفع عادة مغطى لحمايته. ويعطى هذا النوع نتائج جيدة وهو يستخدم في عمل مقاطع 
الشمع المتسلسلة (شكل1). 
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شكل 1: جهاز التقطيع الدوار 


1 جهاز التقطيع الدقيق ع01غ11210١!-4:8الآ‏ 
اخترع في نهاية الأربعينات من القرن الماضيء ويتوفر في مخترات البحث» حيث 
تجري الدراسات با مجهر الإلكتروني؛ ويستعمل لعمل مقاطع فائقة الدقة. يترواح 
سمكها بين 50 و 100 نانومتراء ويختلف عن الأنواع التقليدية بما يلي: 
!. يحتاج إلى أنواع خاصة من السكاكين (زجاج أو ماس) ليقطع قوالب الطمر 


الصغيرة (32 ملم). 
2 جهاز التغذية فيه يعمل إما آلياً أو بالتمدد الحراري. وهو مبنى عادة على نظام 
إلكتروني. 


تستعمل أجهزة التقطيع الدقيق في البحوث التي تتعامل مع الأنسجة والخلايا 
والجسرائيم والفيروسات وتلنك الت تتطلسب مغرفة التركيب 
الدقيق ء1ناءدائنودء]آن للخلاياء وكذلك كرانة بد بنية الجسيمات أو الجزئيات 
الخلوية الكبيرة. ويبين الشكل (2) جهاز تقطيع دفيق 
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الشكل 2: جهاز تقطيع دفيق 


1 جهاز التقطيع الجليدي 11122010512 عدأدءء:آ 

ويسمى جهاز التقطيع الإكلينيكي؛ ويستعمل لعمل مقاطع لأنسجة غير مثبتة أو 
مطمورةء وفيه تكون قاعدة حمل العينة» متصلة بأسطوانة ثاني أكسيد الكربون. لتبريد 
العينة والسكين بسرعة (شكل 3). وهذا الجهاز مفيد جدا را مقاطع التشخيص 
المرضي حال الحاجة إليهاء وني دراسة إنزيمات الأنسجة ودهونهاء ولكنه لا يصلح 
لعمل مقاطع متسلسلة. وجهاز الكريوستات 181 (شكل4)): هو نوع متقدم من 
جهاز التقطيع الجليدي. وهو شائع الاستعمال في مختبرات الأنسجة المعتلة /0108طاة5 


ك1 
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شكل 4: جهاز الكريوستات 


ا 


الفصل العاشر:الأجهزة اللازمة # التحضير المجهري 
2. سكاكين أجهزة التقطيع 121725 ©1110]0111// 
يعتمد انتاج مقاطع جيدة على عدد من العوامل؛ لعل أهمها السكين. فبغض 
النطر عن تعقيد جهاز القطع أو بساطته. أو عمليات تحضير النسيج قبل القطع فالناتج 
سيكون مقاطع رديئة؛ إذا لم يكن حد السكين حاذا. 
تصنع سكاكين التقطيع من فولاذ ذي درجة عالية من الجودة يكون من 
الليونة بحيث يمكن شحذه لتصبح حافته بالغة الحدّة» ويكون من الصلابة بحيث 
تقاوم تلك الحافة الحادة الاحتكاك بالنسيج المطمور فلا تتكسر. 
2 انواع سكاكين أجهزة التقطيع 
تكون هذه السكاكين إما ذات حافة مستوية» أو مقعرة الوجهين أو مقعرة ومستوية. 
أ. ذات الحافة المستوية عم عع0ع-21926 
تستعمل لقطع الأنسجة المطمورة في قوالب البلاستيك؛ أو الشمع أو العينات 
امجمدة (شكل 15). 
ب. مقعرة الوجهين 6م10 2106026876 
تسمى أيضاً مقمّرة الخانيين» وتستعمل للقطع من قوالبٍ الشمع (شكل 5ت). 
ج. المقعرة المستوية ©1220 © 21986-00011237 
وتسمى أيضاً محوفة الجانب. وتستعمل لقطع قوالب البلاستيك والسلويدين 
(شكل كتج ). 





شكل 5: أنواع سكاكين أجهزة التقطيع 
أ. ذات الحافة المستوية؛ ب.مقعرة الوجهين؛ ج.المقعرة المستوية. 
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تشترى السكاكين عادة من نفس الشركات التى تصنع أجهزة التقطيع. 
وتكون كل سكين مزودة «بظهر» هو عبارة عن أنبوب مفتوح من الصلب تنزلق 
فيه السكين فيحيط بقاعدتها السميكة (الشكل6). والظهر هام في عملية شحذ 
السكين باليد إذ أنه يحدد الزاوية التى تستقر بها حافة السكين على سطح الحجر 
أو الصفيحة الشاحذة. 





شكل 6: السكين وظهرها 


بالنسبة للتحضيرات المجهرية الالكترونية» تصنع السكين من الماس. ويكون 
حدها القاطع بحدود 3-2 ملم وهي باهظة الثمن» وقد يصل ذلك لحوالي 2000 
دولارا. 
2 العناية بسكاكين التقطيع 

تنظف السكاكين قبل الاستعمال. إما بفرشاة من شعر الجملء أو خرقة 
ناعمة مغموسة بالزايلين. ويبدا بالتنظيف. من ناحية القاعدة إلى الحافة» وليس 
العكس. ولمس الأشياء الصلبة» كالمشرط أو رافع المقاطع للحد القاطع يتلفه 
بسهولة. ولعله من المفيد فحص طرف السكين تحت مجهر التشريح. لملاحظة 
التتوءات والتسننات فيه والابتعاد عنها عند قطع الأنسجة. وعند الانتهاء من 
استخدام السكين. تراعى الأمور التالية: 
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1.. . تنظيف السكين بوسظ مناسن: مثل زايلين» وذلك باستعهال فرشاة شيعر 
الجمل كم أشرنا إلى ذلك سابقاً. 

ب. إزالة آثار الزايلين مخرقة ناعمة. 

ج. تجفيف السكين عند حرارة الغرفة. 

د. حفظ السكين في علبة خاصة بحيث يوجه الطرف الحاد إلى أسفل. 
2 شحذ السكاكين وتجليخها 511370611118 21725 >1 

تغدو حواف السكاكين القاطعة بعد الاستعمال المستمر كليلة وغير حادة. وقد 
يؤدي لذلك أيضاً سوء الاستعمال. فتصبح غير صالحة؛ لما فيها من ثلمات وتسننات. 
ويمكن شحذ السكاكين الكليلة بطريقتين: التجليخ أو السنء والصقلء» وذلك إما 
يدوياً أو آلياً. 

2 التجليخ أو السن 8منده11 

تكون هذه الطريقة ضرورية» عندما يصبح الحد القاطع للسكين عريضاء وبه 
ثلمات كثيرة. وحجر الجلخ. عبارة عن قطعة مستطيلة من مادة حاكة. مثل كربورائدم 
0 )أو لوحة من الزجاج؛ طولها 35 سم. وعرضها 25 سم.ء توضع 
عليها المادة الحاكة. التى هي أكسيد الألومنيوم معلقاً في الماء. ويستعمل الزيت 
كمخفف للاحتكاك. 

للجلخ. تستعمل طبقة حبيبات حك شبه متجانسة يبلغ قطرها حوالي 20 
ميكرومترا. وإذا كانت الثلمات الموجودة على حد السكين عميقة. فإن معدل حجم 
هذه الحبيبات يزاد» أي يستعمل حاك خشن (الشكل 7). ما يوفر الوقت والجهد في 
الشحذء. وعندما تقل الثلمات يستعمل حاك ناعم ويكون اتجاه التجليخ كما مبين في 
الشكل (8). ويجب تنظيف السكين. بعد كل عملية إنتقال؛ من الحاك الخشن إلى 
الناعم وكذلك ينظف حجر الجلخ. 
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شكل 7: حبيبات حك سكين القطع 
أ. تجانس قليل عند بدء التجليخ؛ ب.تجانس كثير بعد التجليخ الأولي. 





شكل 8: تجليخ السكين. لاحظ اتجاه «الضربة» الأولى والثانية 
2 الصقل 28أمم0م)5 
يكون السكين بعد الجلخ على الحجر خالياً من الثلمات. ويجب التاكد من ذلك 
بفحص السكين بالمجهر التشريحي. ويتبع الجلخ عملية أخرى تدعى الصقل. حيث 
تستعمل حبيبات حك دقيقة يبلغ قطرها حوالي خحمسة ميكرومترات. وبعد انتهاء 
عملية الصقل يدهن طرف السكين الحاد بالزيت لمنع الصدأء وتعلق السكين في علبة 
خاصة. ولا تلقى على أحد جانبيها. 
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تجدر الإشارة إلى أن عملية شحذ السكين قد تستغرق عدة دقائق أو أكثر 
ويعتمد ذلك على حالة السكين. 
2 شحل السكاكين آلياً 8 مله اك ع1تدع1 عتنةسسمغندم 
ظلت السكاكين تشحذ لمدة طويلة على مشحذ جلدي أو على حجر الجلخ. 
ولكن لصعوبة العملية وإحتياج إتقانها إلى جهد كبير من قبل العاملين في التحضير 
امجهري أستعيض عن ذلك بجهاز آلي لشحذ السكاكين الكليلة بدقة وسرعة بحيث 
يكن حجر الجلخ فيه من الزجاج المسنفر توضع عليه مادة حاكة 48735176 (شكل 
9©. وتتوفر من هذا الجهاز أنواع عديدة: منها ما تتحرك فيه السكين على حجر الجلخ 
ومنها ما تكون فيه السكين ثابتة وحجر الجلخ متحركا 





شكل 9: جهاز شحذ السكاكين 


2 زاوية السكين 472816 112أم؟1 

يجب تثبيت السكين في مكانهاء بشكل جيد قبل البدء بالقطع. ثم تحدد الزاوية المناسبة 
للعمل؛ بحيث يميل حد السكين. بزاوية تجعل الحد القاطع غير مواز لقالب الشمع. تسمى 
الزاوية التى تترك بين حد السكين القاطع؛ وبين قالب الشمع؛ زاوية الخلوص 6تصتعةة1© 
عاعش التي يجب أن تكون أقل ما يمكن (10-5درجات): لأنها إذا كانت كبيرة فإن المقطع 
الناتج سيتجعد. ويلتف على شكل اسطواني؛ وإذا كانت صغيرة؛ فإن المقاطع ستلتصق على 
أعلى قالب الشمع. بدلاً من أن تنزلق على السطح الحر للسكين (شكل 10). 
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حامل قالب الشمع 





شكل 10: زاوية السكين 

3. أغران صهر الشمع 016115 1321:311111 

تنتتج شركات عديدة أنواعاً من أفران الشمع تختلف بعضها عن بعض في 
تفاصيل بسيطة ولكن المبدأ التصميمي واحد فيها جميعاً. فهذه الأفران عبارة عن 
خزانات تسخن كهريائياً ويمكن ضبط درجة حرارتها عند مدى يترواح بين 737 و 
0“ سء وذلك بوساطة ضابط يتحكم في قوة التيار الكهربائي الواصل إليها (شكل 
1 ). وتحتوي جدر الفرن على مادة عازلة تعين على تثبيت درجة حرارته. وأهم ما 
يجب التأكد منه هو ثبات درجة ححرارة الفرن حول الدرجة المرغوبة والتى يضبط 
عليهاء حتى لا ترتفع إلى مستوى يؤدي إلى «طبخ" العينة التى يجري تشريبها بالشمع 
المتصهر. 

ومن أنواع أفران الشمع ما هو مقسم أفقيا إلى بضع حجرات أصغر تكون لكل 
منها درجة حرارة تختلف عن تلك التى تليها إلى أسفل (45”س.50”“سء. 60س 
مثلاً). وميزة هذا النوع أنه يمكن إجراء مرحلة التشريب فيه بخلط الشمع ووسط 
الترويق في الحجرة العلوية عند درجة حرارة أقل من درجة انصهار الشمع. وذلك قبل 
نقله إلى الشمع المنصهر النقي في الحجرة الوسطى أو السفلية. كما أنه يشيح إجراء 
عمليات تشريب متباينة باستخدام أكثر من نوع واحد من الشمع تختلف في درجة 
انصهارها وذلك لتنناسب مع قساوة أو ليونة النسيج المراد طمره. 
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وهناك أنواع من أفران الشمع يمكن إفراغها من الحواء بايصاها بئمضخة تفريغ 

وهي مفيدة جداً في حالة تشريب أنسجة محتوية على هواء كالرثتين مثلاًء إذ يسهل 
تفريغ هواء هذه الأنسجة ليحل الشمع محله. 





شكل 11: فرن صهر الشمع 


4. مناضد تدفئة الشرائح 12165 71/311128 

تستخدم هذه الأجهزة في بسط المقاطع وتجفيفهاء وهناك عدة نماذج منها. وهي 
عبارة عن صفيحة من المعدن توجد نحتها عناصر تسخين كهربائية مع منظم يعطي 
درجة حرارة ثابتة بجدود 40-35”س (شكل 12). 
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7 





: - شكل 12: منضدة ندفئة الشرائح 

5. الأجهزة المتخصصة 

أظهرت في العقود الأخيرة أجهزة تسهّل عمل تحضيرات مجهرية على نطاق 
واسع بطريقة آلية ودون الحاجة إلى عدد كبير من العاملين الفنيين. ولا ننصح 
باستخدام هذه الأجهزة في تدريب طلاب التحضير المجهري الضوثي إلا في مراحل 
متأخرة من تدريبهم. وتستخدم هذه الأجهزة في المختبرات الطبية التي يحتاج الأمر 
فيها إلى سرعة تحضير أعداد كبيرة من الشرائح؛ أو في مختبرات الشركات المتخصصة في 
تحضير وبيع الشرائح المجهرية الجاهزة بالجملة. 

وعليه فإن طالب التحضير الجهري الضوثي المبتدئ نادراً ما يستعمل هذه 
الأجهزة. ولكن حرصنا على ذكرها في هذا الكتاب جاء زيادة لفائدة الطالب وتوسيع 
مداركه في هذا المجال. وأهم هذه الأجهزة هي: موّزع الشمع؛ ومعالج الأنسجة الآلي 
وجهاز الصبغ الذاتي (الأتوماتيكي). 
5 مورّع الشمع :21506756 :71/3 

وهو حمام شمعي مغلق له صنبورء يوضع شمع البرافين فيه ويجري تسخيئه 
بالكهرباء إلى درجة انصهار الشمع مع المحافظة على تلك الدرجة محدود 55-50 7س 
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«(شكل 13). وعادة ما يتسع الوعاء لعدة ليترات من الشمع المنصهر. ويمكن فتح 
الصنبور وغلقه بسهولة عند تداول الشمع. وميزته أن يسهل العمل في توفير وتوزيع 





شكل 13: وعاء توزيع الشمع 


5 معالج الأنسجة الآلي ؟وووعءع270 عناودا1 غأأةمرمانا4م 

يقوم هذا الجهاز بجميع العمليات التى تجري على الأنسجة؛ بدءأ من تثبيتهاء 
وحتى عملية التشريب. والجحهاز عبارة عن منضدة دائرية بها ثقوب واسعة (فتحات) 
وماسكات خاصة. تمسك الكؤوس التي توضع فيها المحاليل المستعملة. وحمامان يوضع 
فيهما شمع البرافين المنصهر. ويتسع كل كأس لحوالي ليتر واحد مبن كل محلول 
(شكل 14). 
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شكل 14: معالج الأنسجة الآلي 

توضع الأنسجة في سلة خاصة لها حجرات عديدة» تعلق في ذراع الجهاز الذي 
يقوم عن طريق آلية خاصة بتحريك سلة الأنسجة في ا حلول صعوداً ونزولاً» وابقائها 
في كل محلول المدة المقررة له حسب برنامج محدد بساعة خاصة في أسفل الجهازء ومن 
ثم نقلها إلى بقية ا محاليل حسب البرنامج المشار إليه إلى أن تصل إلى حمامي الشمع 
لإجراء عملية التشريب في كل حمام على حدة عند درجة حرارة انصهار الشمع. أي 
أنه يمككن وضع برنامج الجهاز على مدى 24 ساعة وتركه ومغادرة المكان ليقوم هو 
بالعمل المطلوب بشكل آلي. 
5 جهاز الصبغ الذاتي 5121861 40131نال4 

يتكون هذا الجهاز من منضدتين دائريتين بهما أماكن خاصة لتثبيت أحواض 
الصبغ عليهاء بحيث تحوي العدد المطلوب من هذه الأحواض. التي لا يزيد عددها 
على عشرين حوضاً. وللجهاز حامل شرائح خاصء به شقوق لاحتضان الشرائح 
منفصلة عن بعضهاء ويقوم ذراع الجهاز بإجراء عملية التحريك برفع وخفض حامل 
الشرائح مرات عديدة في المحاليل الموضوعة في الأحواض. حسب المدة المقررة في 
البرنامج المعد للجهاز. ومن ثم نقلها وحسب البرنامج أيضاًء خلال المحاليل كلهاء 
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حتى تخرج الشرائح من آخر حوض مصبوغة جاهزة لوضع وسط التحميل عليها 
ومن ثم تغطيتها بالأغطية الزجاجية المناسبة (شكل 15). 





شكل 15: جهاز الصبغ الذاتي 
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الفصل الحادي عشر 
المثبتات 

من أهم المحاليل المستعملة في مختبرات التحضير المجهري تلك المعنية بتشبيت 
الأنسجة. ومن هذه المحاليل: الفورمالين» ومثبتات حمض البكريك. والمثبتات المعدنية: 
والمثبنات الكحولية» ومثبتات أخرى من أبرزها رابع أكسيد الأزميوم. 

فيمايلي عرض لتركيب وتحضير أكثر محاليل التثبيت استعمالاً في 
التحضيرات المجهرية الأساسية. 
1. مثبتات الفورمالين 1189055 1'01:22112 

هذه مثبتات عامة جيدة.» وتتوفر بعدة صيغ» منها: 
1 الفورمالين- حسب صيفة بيكر (1944) :©8231 


فورمالين مركز متلهمده1 60غ8أصععمه00) ما 0 مل 
كلوريد الكالسيوم 0102106 تصنااءاة) فوم ممم مم00 1.0.0060 غم 
ماء مقطر 7ع]1178 10151111601 ودف كو احا و اللو لاه اول مقي و :1100 مل 


يمكن حفظ النسيج بهذا المئبت لمدة غير محدودة. ويتم غسل المثبت بالماء. 
1 الفورمالين- حسب صبفة بيكر (1958) ©2831 


فورمالين مركز 15[قهصه1 260 تامععمه © ووو او ل قم و 10 مل 
كلوريد الكالسيوم (محلول مائي بتركيز 10/) 05102106 «تنه091 ... 10 مل 
ماء مقطر 171/2665 1015111160 لقي وا لووط ولا نم3 كوا مواد وق 801 مل 


يمكن حفظ النسيج بهذا الملبت لمدة غير محدودة. ويتم غسل المثلبت بالماء. 
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الجزء الثاني 
ملاحظة: 
1. إذا ترك الفورمالين على الرف لمدة طويلة فإنه يتبلمر ويكون راسباً أبيض يدعى 
برافورملديهايد 835310512100 ويمكن إزالة هذا الراسب بالترشيح. 
2. عند تثبيت أنسجة غنية بالدم» مثل الكبد والطحال. بالفورمالين» تظهر بقع سوداء 
أو بنية في هذه الأنسجة. ويمكن إزالة هذه البقع بوضع الأنسجة اللمثبنة بمحلول 
هيدر وكسيد البوتاسيوم 1/ محضر بكحول إيثيلي تركيزه 80 / لمدة 30 دقيقة. 
2. مثبتات حمض البكريك 1172201725 4210 212212 
يستعمل حمض البكريك في عدة محاليل تثبيت. وهو معروف بتفاعله مع 
الهمستونات والبروتينات القاعدية ليكون أملاح البكريت 2105865 البلورية نتيجة 
تفاعله مع الأحماض الأمينية. وعند استعمال هذه المثبتات؛ تأخذ الأنسجة لون 
أصفر يجب التخلص منهء كما سنشير لذلك لاحقاً. وبشكل عام, فإن هذه المثبتات 
مفيدة في تثبيت مواقع الجلايكوجين في الأنسجة, ومن أكثرها استعمالاً: مثبت بوان 
113137 5'دأنا80 الذي يحضر كالتالي: 


محلول حمض بكريك مائي مشبع الا ا 75 مل 
0 1611م 201060115 530112660 

فورمالين مركز متأحصده! 0غغغ2 أمععمه0) اما لا و و ا 257 قل 
حمض خليك تلجي 10 عتاععة 21اع13 0 0 0 0ك 


مشبت عام جيد. وخاصة للجلايكوجين وللنواة» وهو ثابت لمدة طويلة. مسدة 
التشبيت هي من 6 إلى 24 ساعة؛ ويمكن حفظ النسيج بهذا المثبت لعدة أسابيع دون 
ضمور. تجدر الاشارة إلى أن غرام واحد من حمض البكريك يشبع 75 مل من الاء. 

يغسل المثبت بعد انتهاء مدة التثبيت بمحلول كحول إيثيلي تركيزه 2/50. 
عدة مرات حتى يزول اللون الأصفر إلى حد كبير. ويمكن تسهيل إزالة هذا 
اللون من المقاطع وذلك بوضع الشرائح الحاملة للمقاطع بمحلول كحول إيثيلي 
تركيزه 70/ مضافا اليه بضع قطرات من محلول كربونات الليثيوم 7طنااط]ف| 
20021 المشبع . 
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الفصل الحادي عشر: المثبتات 

3 المثبتات المعدنية 12122)1595 11)21112 
تحتوي هذه المثبتات كلوريد الزئبق 2101106ه عتتمناء,0: الذي يخترق 
الأنسجة ببطء. ويسبب انكماشها. وبشكل عام فان الأنسجة المثبتة بهذه المحاليل 
تحتري ترسات سوداء من الزئق» يمكن :ازالتها من المقباطع بتمريرها مخلول يبود 
كحوليء كما سنشير إلى ذلك لاحقا. ومن فوائد استعمال هذه المثبتات قوة صبغها 
لنوى الخلاياء ومن اكثرها شيوعا: مثبت زنكر 1712830176 281679 الذي يحضر 


كالتالي: 
ثنائي كرومات البوتاسيوم )10101201928 0آناأ201855 5 غم 
كلوريد الزئبق 0510206 عترناءرء1 لمهم م ململ 00000 4 غم 
ماء مقطر 171/2662 1015011160 ا 110000000 1زذز 1 1 1111 
حمض خليك تلجي 0 عناععة اهاء013) واد ام الاش وه ذامل 


تتراوح مدة التثبيت بين 4 و 18 ساعة؛ ويغسل النسيج تحت ماء جار لمدة 
تتراوح بين 8 و 12 ساعة. 
ملاحظة: 
1. يسبب كلوريد الزئبق الموجود في هذا المثبت راسباً يتخذ شكل إبرء ويمكن 
إزالة هذا الراسب بوضع المقاطع بمحلول يود مشبع في كحول إيثيلي 
تركيزه 70/ . 
2 يحضر المثبت قبل الاستعمال بفترة وجيزة نظرا لعدم ثباته. وللتسهيل يمكن 
مزج المكونات الثلاثة الأولى وخزن المثبت في هذه الصورة الثابتة على ألا 
يضاف حمض الخليك إلا قبل الاستعمال مباشرة. 
4. المثبتات الكحولية 1122)01925 416010112 

لا يستعمل الكحول المطلق كمثبت؛. على الرغم من الاشارة إلى استعماله 
كمثبت جيد لتثبيت الجلايكوجين. ونظرأ لأن الكحول يسبب انكماش الأنسجة؛ فإن 
مادة أخرى مثل حمض الخليك الثلجي تضاف له حتى تقلل من ذلك الانكماش. 
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الجزء الثاني 

للمثبتات الكحولية سرعة نفاذية جيدة» ولذلك فهي تستعمل لتسريع معالجة 
الأنسجة في التحضيرات المجهرية الروتينية. وإذا ما أريد دراسة الأحماض النووية في 
المقاطع الشمعيةء فإن المثبت الكحولي المفضل هو مثبت كارنوي. كذلك. فإن هذا 
المثبت جيد لحفظ الخلايا العصبية وخاصة حبيبات نسل 500165 211551. ويمشل مثبت 
كارنوي 1136106 08280("5 أبرز المثبتات الكحولية: ويحضر كالتالي: 


ض خليك تلجى لعش غذاععة 0132191 لاط د ام 1 1014 
ممص 
كحول إيثيلى مطلق 4160501 انتطاظ عأنااموطم م 1 د60 مل 
كلررفررم ©0102010:0) د 0 210 


من فوائد استعمال مثبت كارنوي سرعة اختراقه للأنسجة. وعدم الحاجة 
لعمليت الغسيل وإزالة الماء» ولذلك فهو يستعمل عند معالجة عينات الخزعة 
لامه1ط » حيث تثبت الأنسجة بمحلول كارنوي لمدة ساعة ثم تنقل إلى كحول مطلق 
مباشرة. ثم تنقل إلى مزيج من الكحول والكلوروفورم بنسبة 1:1 ثم تروق وتستكمل 
بقية الخطوات من تشريب وطمر وقطع وصبغ. 


00 


الفصل الثاني عشر 
مزيلاتالماء ووسائنط الترويق 

بعد تثشبيت الأنسجة وغسلها لا بد من إزالة الماء منها وترويقها تمهيداً 
لتشريبها وطمرها بالشمع. ومن أجل ذلك تستعمل محاليل مزيلة للماء مثل الكحول 
والأسيتون يتبعها وضع الأنسجة في مروقات أبرزها زايلين ©دءالا»ة . 
1. مزيلات الماء 10613012215 

تتوفر عدة وسائط لإزالة الماء من الأنسجة بعد غسلها بالوسط المناسب. ومن 
هذه الوسائط الكحول الأيثيلي» والكحول الميثيلي والأسيتون. وكما هو معروف 
تتم عملية إزالة الماء من الأنسجة بشكل متدرجء ويتطلب هذا الأمر تحضير تركيزات 
مختلفة من الوسط المختار لهذه الغاية. 

لقد اخترنا الكحول الإيئيلي كوسط مناسب لإزالة ماء. وإذا لم يتوفر فإنه 
يمكن استعمال الكحول اللميثيلي. ويفضل عدم استعمال الأسيتون بسبب سرعة 
تطايره. ولعمل تركيزات مختلفة من الكحول الإيثيلي يستعمل الكحول ذو 
التركيز 95/ كمصدر مناسبء وذلك لرخص ثمنه وسهولة الحصول عليه. مقارنة 
بالكحول المطلق. ويمكن إتباع إحدى الطريقتين التاليتين لتحضير التركيز المطلوب. 
٠.1‏ تحضير محاليل إزالة الماء 

1 الطريقة الأولى 

أ. يؤخذ حجم من الكحول ذي التركيز العالي ( 95/ مثلاً) يعادل قيمة التركيز 
المطلوب (70/ مثلا). ويوضع في مخبار مدرج. 
ب. تطرح قيمة التركيز المطلوب من قيمة التركيز العالي» وتضاف قيمة الفرق 
كماء مقطر إلى الكحول في المخبار المدرج. 
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الجزء الثاني 


مثال: 
قيمة التركيز العالي 0000 
قيمة التركيز المطلوب ا اا ا 
حجم الكحول المطلوب ل 190 ل 
الحل: 


1. يوضع 70 مل من الكحول 95/ في مخبار مدرج. 

2 يضاف 25 مل ماء مقطر (70-95) إلى المخبار المدرج أعلاه. وبذا يمكن 
الحصول على 95 مل من كحول تركيزه 70/. 
واضح أن الكمية المطلوبة هي ضعف هذا الحجم. لذاء يؤخذ 140 (2<70) 
مل من الكحول 95/ ويضاف إليه 50 (2*25) مل ماء مقطر في مخبار مدرج. 
1 الطريقة الثانية 

تعتمد هذه الطريقة على المعادلة التالية: 

ت1 * ح1 - ت2 * ح2 . حيث ترمز هذه الحروف والأرقام إلى: 

ت1- قيمة التركيز العالية - 95/ 

ت2- قيمة التركيز المطلوب - 7/70 

ح1!- حجم الكحول ذي التركيز العالي. وهو المطلوب معرفته. 

ح2- حجم الكحول ذي التركيز المطلوب. وهو 190 مل. 

وإذا ما وضعت هذه الأرقام في أماكنها المناسبة في المعادلة المذكورة فإننا نمحصل على: 
5 * ح1 - 70 * 190 

ولذاء فإن حجم الكحول ذي التركيز الأعلى اللازم هو: 

امك - 140 قل 

ويكون حجم الماء المطلوب إضافته 190 - 140 - 50 مل. ويمكن استعمال 

إحدى الطريقتين لتحضير تركيزات مختلفة لأي مزيل للماء. 
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الفصل الثاني عشر: مزيلات الماء ووسائط الترويق 
1 طريقة إزالة الماء 
مهما كان الوسط الذي يستعمل لإزالة الماء من النسيج بعد ثثبيته 
وغسله. يجب أن تتم هذه الإزالة بطريقة متدرجة. ومن أجل ذلك يستعمل 
تدرج كحولي (أو غيره) يبدأ بتركيز 30/ وينتهي بكحول مطلق. وتعتمد البداية 
في عملية إزالة الماء على نوع المثبت. ويبين الجدول التالي ملخصاً لبرنامج إزالة 
الماء بشكل عام. 
ربط العبيل تدرج وسط إزالة الماء (/) 


ماء 0 50 . 70 . 95 . 100:100.100 












70-0/ كحول 5 100.100 
ملاحظات هامة 
1. يوضع النسيج في كل محلول لفترة تتراوح بين ساعة وساعتينء وللتأاكد من 
2 يجب عدم ترك النسيج في كحول 95/ أو كحول مطلق لأكثر من ساعتين 
في كل تركيزء لأن ذلك يؤدي إلى تقسيته. 
3. إذا اققكضت الظروف وقف عملية إزالة الماء؛» فإن تركيز الكحول المفضل 
لتخزين الأنسجة فيه هو 70/. 
2. وسائط الترويق 86115 4 12212125 
تنوفر عدة وسائط لترويق الأنسجة بعد إزالة الماء منهاء وفي جميع الحالات 
يراعى عند اختيار الوسط المناسب: 
ا. قدرته على إزالة الشمع عند درجة حرارة الغرفة. 
ب. سهولة امتزاجه بوسط إزالة الماء. 
ج. عدم تطايره بسرعة. 
ه. اعتدال سعرة. وسلامة تداوله. 


-117- 


الجزء الثاني 
2 زايئين 231226 

هذا الوسط شائع الاستعمال في مختبرات التحضير المجهري. وعلى الرغم من أنه 
يسبب انكماش النسيج ويجعله هشاً إذا ما ترك فيه لمدة طويلة؛ إلا أنه يظل من أفضل 
وسائط الترويق. ذلك أن إضفاءه الشفافية عل النسيج يعطي فكرة جيدة عن إتمام 
عملية الترويق. بالإضافة إلى ذلك فإن الزايلين لا يتطاير بسرعة ويمكن إخراجه من 
الأنسجة أثناء التشريب بسرعة معقولة. وللتغلب على احتمال عدم إزالة الماء من 
النسيج بشكل مطلقء فإنه يفضل إضافة كمية من الفينول إلى الزايلين حتى لا تؤثر 
بقايا الماء على الخطوات التالية. ويقترح أن يكون الفينول بالنسبة التالية: 


زايلين 2001656 اا 00 
فينول [ممعطم2 000 از[ 0 0000 غم 
2 كلوروفورم 011105010112 


يعتبر من أفضل وسائط الترويق للاستعمالات العامة. نظراأ لأنه لا يقسى 
الأنسجة كثيرأء ولذلك فانه يفضل في ترويق الأعحنة انسح الكل رعاف: 
العصبية والعظمية. غير أن الكلوروفورم بطيء في ترويق الأنسجة مقارنة 
بالزايلين. 
32 زيت خشب الأرز 1ف00) 660825000 

نظرأً لأن هذا المروق يسبب أقل قدر من إنكماش وتقسية الأنسجة. 
مقارنة بغيره من وسائط الترويق, فإنه يعتبر الوسط المميز لترويق الأنسجة 
الحيوانية وخاصة الأجنة. غير أن ارتفاع سعرهء وضعف امتزاجه مع بلسم كندا 
يحدان من استعماله كوسط روتيني. 
2 زيت القرنضل [0[1 001076 

يعتبر مروقا مثالياً للأنسجة النباتية» ومن أبرز ميزاته قدرته على إزالة الماء. 
بحيث يمكن نقل الأنسجة إليه من الكحول 95/. وكذلك قدرته على ترويق 
المقاطع السميكة. أما أبرز مساوئ استعماله فإنها تتمثل في جعل الأنسجة هشة 
نوعاً ماء وإزالته لصبغات مثل الصفرانين والهيماتوكسلين من الأنسجة. وكذلك عدم 
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الفصل الثاني عشر: مزيلات الماء ووسائط الترويق 
امتزاجه ببلسم كنداء الأمر الذي يستدعي وضع الأنسجة في الزايلين قبل نقلها إلى 
وسط التغطية المذكور. 
ملاحظات هامة: 

1. يفضل إجراء عملية الترويق بوضع الحجم المناسب من وسط الترويق 
بأنبوب صغيرء ثم تضاف اليه العينة بواسطة فرشاة أو ملقط. 

2 بتفاوت وقت الترويق من نسيج لآخر. ويصعب تحديد فترة مناسبة له. 
ويمكن القول أن ترويق أنسجة عامة بالزايلين» مثلاًء يتطلب تغيير وسط 
الترويق مرتين. بحيث تتراوح فترة كل مرة بين ساعة وساعتين. غير أن الفترة 
الاجمالية تختلف من نسيج لآخر. أما بالنسبة للمقاطع. فإنها تروق مرتين 
أيضاًء تترواح فترة كل منهما بين ثلاث وست دقائق. 
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الفصل الثالث عشر: وسائط التشريب والطمر 


الفصل الثالث عشر 
وسانط التشريب والطمر 

لما كانت معظم الأنسجة الحيوانية وبعض الأنسجة النباتية لينة رهيفة فإنه من 
المتعذر عمل مقاطع رقيقة منها إلا إذا دععمت أو قويت بمادة تتخللها وتحيط بها. 
هذه هي وظيفة وسائط الطمرء فهي عبارة عن مواد تكون في إحدى حالاتها 
صلبة القوام بحيث يمكن لسكين حاد أن يقطعها إلى مقاطع رقيقة لا تتهنك أو 
تنفتت. ولكي تتم هذه العملية على نحو مرض لا بد أن يكون قوام النسيج وقوام 
وسط الطمر متجانسين قاماً. وهذا لا يتأتى إلا إذا تخلل وسط الطمر كل خلايا 
النسيج وجميع اجزائه وحيزاته بين الخلوية أي أن يكون النسيج متشرباً بوسط 
الطسر: 

مما تقدم يتضح أن هناك شرطاً يجب توفره في وسط الطمر وهو التحول من 
السيوة إلى الصلابة تحت ظروف في متناول اليد. ففي مرحلة التشريب يكون 
الوسط سائلاء وبانتهاء هذه المرحلة يجري تغيير الظروف الفيزيائية أو الكيميائية بحيث 
يصبح الوسط صلب ويضفي على النسيج الدعامة المطلوبة. ومن وسائط الطمر التي 
ينطبق عليها هذا الشرط الماء و الجيلاتين 0613118 والسيلويدين 2010 وشمع 
البرافين والأجار وأنواع من البلاستيك تستخدم في دراسات المجهر الالكتروني. 
1. الماء 

يستخدم الماء بهذه الصفة لعمل قطاعات من أنسجة مثبتة أو غير مثبتة 
وخاصة في حالات الفحص المجهري السريع للتحقق من حالات مرّضية في 
المستشفيات. ونظراً لأن الماء يكن جانباً كبيراً من المادة الحية فان نسبته تكون 
عالية في النسيج المراد قطعه. ويحرص في هذه الحالة على عدم إزالة الماء من النسيج. 
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الطريقة 
أ. ضع قطعة النسيج المراد قطعها على الحامل الخاص بجهاز التقطيع 
الجليدي وأحطها بنقطة من الماء. 
ب. أطلق غاز ثاني أكسيد الكربون السائل من الأنبوبة الخاصة به والمتصلة 
محامل ليتجمد الماء الموجود داخل النسيج وحوله. 
ج. حرك سكين جهاز التقطيع (الميكروتوم) حركات منتظمة بعد ضبط مقياس 
هذا الجهاز عند سمك المقاطع المطلوب. 
د. اجمع المقاطع من فوق حافة السكين بوساطة فرشاة ناعمة وأنقلها إلى 
شريحة زجاجية مغطاة بمكادة لاصقة كبياض البيض. 
ه. اصبغ بالصبغة المناسبة حسب الغرض المطلوب. 
2. الجيلاتين 13)[12ء2) 
تستخدم هذه الطريقة في الحالات التي يراد فيها تجنب تعريض الأنسجة 
لعمليات إزالة الماء وللمحاليل المذيبة للدهون. وكذلك في الحالات التى يرغب 
فيها تجنب تعريض الأنسجة لدرجات حرارة عالية حرصاً على ما فيها من 
إنزيمات أو مركبات أخرى تتأثر بالحرارة ويراد إظهارها. 
أ. الحاليل اللازمة 
1. مثبت فورمالين كالسيوم 2هناء09[1) «ذلهدممه" . 
2 وسط الطمر ويتكون من: 


أ. مسحوق جيلاتين 8زأهاء© الات ل 15 غم 
ب. جليسرين 1[3:667126 6 ا 00 
ج. ماء مقطر 11/2162 101511160 000 ز 1 1 1 1 12201111 
د. ثايمول 12001 لد وخا امد يت مواق ادلاو الك زئاء 0320 للوازة "ضغترة 
3. محلول 40-35/ فورمالدهايد علتط6ع10221810 مما 2060 اهل 


ب. الطريقة 
1 تخا قطنا صغيرة مدن التسيح ذه 15-16 ساعة فيمعبت التررمالين 
كالسيوم عند درجة 74 س . 
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2. اغسل في ماء جار لمدة 30 دقيقة. 

3. ضع النسيج في وسط الطمر داخل الفرن عند درجة 37" س لمدة ساعة. 

4. اقطع كتلة من الجيلاتين حول النسيج وبردها بسرعة. 

5. جمد كتلة اجيلاتين المحتوية على النسيج بوضعها في محلو 40-35 / 
فورمالدهايد. 

6. اقطع باستعمال جهاز القطع الجليدي مباشرة؛ ويمكن مخزين المقاطع عند 
درجة 4 س. 


3. شمعالبر افين 1١1/2:‏ 1222111 
شمع البرافين التجاري عبارة عن خليط من الهيدروكربونات 
الأليفاتية5ه60:هءمءللزط هةطمناج ذات المعادلة العامة 2+,:0,11 حيث تكون 5 عادة 
بين 21 و 34 . وهذه التباينات وكذلك وجود مقادير متفاوتة من الشوائب هي 
المسؤولة عن اختلاف العينات التجارية بعضها عن بعض. فحتى البرافين الذي يباع 
للاستعمال في الدراسات النسيجية هو خليط تقع درجة انصهاره في مدى يبلغ 
4 + 2”*س. وفي معظم الحالات تدعو الضرورة إلى ترشيح شمع البرافين التجاري 
المنصهر قبل استخدامه ويمكن إجراء ذلك في فرن عند درجة حرارة مناسبة 
وباستخدام ورق ترشيح عادي. 
ويختلط شمع البرافين بالمواد التالية: الإيثير والأنيلين والجازولين والديوكسان 
والبيوتانول والكلوروفورم وزيت خحشب الأرز. 
يتضح مما سبق ذكره أن الطريقة العامة للطمر تعتمد على صفات الشمع 
المذكورة أعلاه. فنفاذ وسط الطمر بشكل كامل إلى داخل الأنسجة يعتمد على إزالة 
الماء تماما ثم التشريب بوساطة سائل يختلط بشمع البرافين اختلاطا تاماء يلي ذلك 
التشريب بشمع البرافين المنصهرء ثم الطمر وتشكيل كتلة الشمع حول النسيج. 
الطريقة: 
1. بعد خطوات إزالة الماء بوساطة سلسلة الكحول الإيثيلي (على سبيل المثال) 
متزايد التركيز. يوضع النسيج في سائل الترويق الذي هو أحد مذيبات 
شمع البرافين كالزايلين أو الكلوروفورم أو زيت خشب الأرز. 
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2 يشرب النسيج بشمع البرافين السائل في فرن مناسب عند حرارة تتراوح 
بين 50 و 55 "س. ومستيدايدة الشرييب وغده تجرات ابام الشقني على 
حجم العينة وقوام النسيج نفسه. أما اختيار شمع البرافين الذي تكون له 
درجة انصهار معينة فيعتمد على معدل درجة ال العملء 
وعلى طبيعة النسيج موضع الدراسة» وكذلك على سمك المقاطع المطلوبة. 

3. بعد إتمام عملية التشريب يسمح للشمع بالتجميد ليكون كتلة حول النسيج 
يمكن محضير مقاطع منها. وتمثئل هذه الخطوة عملية الطمر التي يمكن سرد 
خطواتها فيما يلي: 00 

ُطلى سطوح قوالب الطمر الزجاجية أو المعدنية طلياً خفيفاً 
بالجليسرين لمنع الشمع من الالتصاق بها عند تجمده. 

ب. يملا القالب إلى ما قبل حافته العليا بشمع البرافين المنصهر النقي المرشسح 
(الذي لم يسبق استخدامه في التشريب) والذي يكون قد سبق تسخينه 
قليلا على لهب بنسين 11152615 81153567, ويعمل على التخلص من أية 
فقاقيع هوائية بوساطة لهب صغير أو مبسط ساخن. 

4. تحمل العينة برفق وذلك باستخدام ملقط دافىء (ولكنه ليس ساخنا جدا) ثم تنقل 
العينة إلى الشمع الذي صب في القالب ويضبط اتجاهها في الوضع المطلوب. 

5. توضع ورقة وسم قرب العينة بحيث تلتصق بالسطح الداخل لجانب القالب. 

6. بعد أن يتجمد سطح الشمع. تسرّع عملية التجمد بغمر القالب في ماء بارد 
أو وضعه في الثلاجة وذلك لمنع تكوين بلورات كبيرة في قالب الشمع. 
وتترك كتلة الشمع لمدة 15 دقيقة عل الأقل في الماء البارد. أما إذا كان حجمها 
كبيرا فقد يحتاج الأمر إلى تركها ساعة كاملة لإتمام التجمد. 

7. عندما تتجمد الكتلة تماما يجب إخراجها من القالب. وقد يحدث هذا تلقائيا 
إذا كان الجليسرين قد استخدم في تشحيم جوانب القالب. وإذا لم يمحدث 
تلقائيا فإن طرقة خفيفة عل قاعدة القالب تكفي لفصل كتلة الشمع عنه. 

8. إذا تعذر إجراء عملية القطع عقب الطمر مباشرة فيمكن تخزين قالب 
لص ورجلاف و وكاو يارد تون حور اللترواب المبابي لعجا عماج 
التقطيع. 
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محاليل الصبغ والتمييز 
تستعمل في محتبرات التحضير المجهري والأمراض النسيجية عدة أنواع 
من محاليل الصبغ. يستخدم بعضها لصبغ النواة ومنها هيماتوكسلين 
ويستعمل البعض الآخر لصبغ السيتوبلازم ومن أكثرها شيوعاً صبغفة 
إيوسين. ونستعرض فيما يلي مكونات وكيفية تحضير أبرز الصبغات النووية 
والسيتوبلازمية: إضافة إلى أبرز محاليل التمييز التي تزيل الصبغ الزائد. 
1. الصبفات النووية 5311225 1111621 
٠.1‏ هيماتوكسلبين 9ذ!ا :1121718360 
تعتير صبغة هيماتوكسلين أكثر الأصباغ النووية استعمالا في مختبرات 
الأمراض النسيجية والبيولوجيا العامة. توجد عدة صيغ من هذه الصبغة. 
تشترك جميعها بوجود واحد أو أكثر من المكونات التالية إضافة إلى صبغة 
هيماتوكسلين نفسها. 
أ. شب (اناله. وهو مثبت للصبغة. ومن أكثر الشبّات استعمالا شب 
البوتاسيوم أو شب الألمنيوم. 
ب. حمض 4014. وهذا يساعد في تحسين عملية الصبغ. 
ج. جليسرول 21906501©؛ ويساعد في إبطاء عملية الأكسدة ويطيل عمر الصبغة. 
د. عامل أكسدة 48616 071012388 ويساعد في تحويل هيماتوكسلين الى 
هيماتين. 
وأطلق عل هذه الصيغ أسماء الرواد الأوائل الذين استعملوها. 
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1 هيماتوكسلين إرلخ صتازده)مسع]؟ ودع تاعمطظ 


أ. المكونات 


هيماتوكسلين 112لا116203]601 مممم مم مم عملم ململ 0.0000 16غم 
كحول إيثيلي [0طمء1ى الاطاط العا لا كمف مكمالك كبرو اع ,480 مَل 
شب البوتاسيوم 21ناالى 10نا[7201855 ممه م 000000000000000 48 غم 
ماء مقطر 71/2165 1015011160 مح ص عاد اك لق لع مد وم 3 بان 240 ميل 
جليسرول 201عع01 1 107011111 240 مل 

مض خليك تلجي لع عناععة ا1واعة1 0 اام االو 24 مل 
ب. خطوات التحضير 


1. أذب الهيماتوكسلين في الكحول على نار هادثئة (عند حرارة 50 - 55 س). 

2< أذب الشب في الماء المقطر على لهب بنسن. ثم أضف الجليسرول؛ حيث يكون 
هذا المحلول دافثاً. بعد ذلك. اترك هذا الخليط ليبرد. 

3 أضف محلول لهيماتوكسلين (المحضر في الخطوة 1) بأحجام قليلة الى محلول 
الشب (الحضر في الخطوة 2)» واخلطهما جيداً. 

4. أضف حمض الخليك الثلجي. واخلط جيداً. 

5. احكم اغلاق الوعاء الحتوي عل التحضير بسدادة قطنية واترك المحلول 
ليتأكسد بتعريضه للهواء. تستغرق عملية الأكسدة 6 أسابيع كحد أدنى. 
وبطبيعة الحال فإن ترك المحلول لمدة أطول يساعد في الانضاج الأفضل. 

6. رشح المحلول قبل الاستعمال 

ملاحظة: 

1. عند الحاجةالملحة الى محلول الصبغة., يمكن أكسدة صبغة 
الهيماتوكسلين باضافة 0.1 غم من أيودات الصوديوم لكل 100 مل من 
امحلول. ثم تخلط المواد جيداً وتترك لمدة ساعة أو ساعتين قبل الاستعمال. 

2 تستعمل هذه الصبغة تراجعيا. 

3. يتراوح الوقت اللازم لصبغ الأنسجة بين 3- 9 دقائق. 


-126- 


.4 
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1 هيماتوكسلين هارس 18ذانإ :11620260 و'15::ة11 


أ. المكونات 


هيمات و كسلين 2أ1الا116503]0 ليا 
كحول إيثيلي ا0طامء1ة ابرط)8 مواقي موا عه يواسوه 211 50:0 مل 
شب البوتاسيوم 7(ناا4 12ناأ201855 ممم ممه مم 000000600000666 100 غم 
ماء مقطر 17/2]67 1015011160 الممطبا 1 ما لج بطاخي مط 1 9950ل 
أكسيد الزئبق 07106 عتناءرء14 0 
حمض خليك ثلجي لعش عتاءعءة 0121821 ملل 40.0 مل 


. أذب الهيماتوكسلين في الكحول عل نار هادئة (عند حرارة 55-50 س). 
: أذب الشب في الماء المقطر على لهب بنسن. وحرك الخليط باستمرار. 


. أضف محلول الهيماتوكسلين الكحولي (المحضر بخطوة 1) إلى محلول الشب 


المائي الدافىء (المحضر مخطوة 2). واخلطهما جيداً وباستمرار فوق لهب بنسن 
حتى الغليان. 
أبعد الخليط عن لحب بنسن. وأضف أكسيد الزئبق ثم برد الخليط في حمام ماء بارد. 


5. أضف مض الخليك الثلجي. ورشح الخليط قبل الاستعمال. 
ملاحظة: 

1. تستعمل هذه الصبغة تراجعياً. 

.2 


يتراوح الوقت اللازم لصبغ الأنسجة بين 4 و 25 دقيقة. 
1 هيماتوكسلين ماير 1ذالا<:1165902)0 و*لء :119 


أ. المكونات 


بلورات هيمات و كسلين هذ الإ116708]0 فلم مم 0000000000000 1.0 غم 
ماء مقطر 11/2662 1015011160 مقا اوه الطموا ويك ال ا ال 1 10007 مل 
أيودات الصوديوم ]1008 دهناذهه5 لمعو ينه امو 0 قم 
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شب البوتاسيوم 203551111 5010 غم 
مض الستريك 1ع 0116 لاخ ا 1 10 هل 
هيدرات الكلور 11/0236 110:21 ممم مم 6006666 66 020066666666066 50 مل 


ب. خطوات التحضير 
1. أذب الهيماتوكسلين وشب البوتاسيوم وأيودات الصوديوم في الماء المقطر. 
واترك الخليط حتى صباح اليوم التالي عند حرارة الغرفة. 
2 أضف هيدرات الكلور وحمض السيتريك الى الخليط المحضر أعلاه. 
3. اخلط المحتويات السابقة جيداً ودعها تغلي لمدة 5 دقائق. 
4. برّد الخليط ثم رشّحه. 
بذلك يكون جاهزا للاستعمال. ولا يحتاج لإعادة ترشيح. 
ملاحظة: 
1. تستعمل هذه الصبغة تقدمياً. 
2 تتراوح مدة صبغ الأنسجة بين 2 و 4 دقائق. 
2.1 كارمين الخلي ©1215:ة) 466]0 


إضافة إلى استعماله لصبغ النواة» فإن هذا الحلول يستعمل لصبغ الديدان 


المفلطحة. 
أ. المكونات 
حمض الخليك 610 ءتاءععهة (45/) 00 
كارمين 220126ة0) فمم ممم ممم ممم ممم ممم ممم مم ممم م 0000000006000 10 غم 


ب. طريقة التحضير 
1. أضف محلول الصبغة الى حمض الخليك واغل الخليط لمدة 4 دقائق, ثم برده 
ورشحه. 
2. جفف الناتج (الراشح) ويسمى كارمين الحامضي 031102126 201011160 على 
ورف ترشيح. 
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3. خذ الراشح والمواد التالية. ثم اخلطها جيدأ وسحُنها حتى تذوب: 
كارمين الحامضي #منصعة© 010160م 


ا ور 0غم 
شب البوتاسيو 7 58013551111 10 غم 
ماء مقطر 11/3]62 1015111160 وا الوم ع وو ال ا ا ا 200 مل 

4 رشح الخليط. وأضف بلورات قليلة من ثايمول [مضلاط1 لمنع نمو العفن. 


1 صفرانين 5211:2018 
يستعمل هذا المحلول لصبغ نوى الخلايا النباتية بلون أحمرء ويستخدم مع صبغة 
مقابلة تسمى أخضر سريع 05667 5356. ويمكن استعمال هذا المحلول لإظهار الألياف 
المرنة» وألياف لجحنين «نمعذ! والأوعية الخشبية. حيث تظهر كلها بلون أحمر. 
أ. المكونات 
صفرانين 5231181115 
كحول إيثيلى 01طمع1ش انتطاع (70/) الح اح مع ال ل ا 99 مل 
ب. طريقة التحضير 
اخلط جيدا ورشح الخليط قبل الاستعمال. 
2. الصبفات السيتوبلازميه 5021115 ©76001251111) 
تشكل الصبغات السيتوبلازمية صبغات مقابلة 2]6258(125نامه للصبغات 
النووية بحيث تبرز مكونات الأنسجة بدرجة جيدة. من هذه الأصباغ إيوسينء وأرانج 
ج» وأخضر سريع. 
2 إيوسين 1/0515 
أ. إيوسين كحوليء ويتكون من: 


إيوسين واي لا ماومط 


ل ل 
كحول إيثيلي [مطمعاك الإطاظ (75/) اعم مدقي وا وا 1 99 هَل 
حامض خليك تلجي ع عتاععة لوأعهان خ اوطاطو امن 0:2 مل 
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ب. إيوسين مائي» ويتكون من: 


إيوسين واي لا لاقمط #1513151أ11#01 ا ا ا 0000 1.0 غم 

ماء مقطر :171/3 1015011160 وااو ا لا لفقل 

حامض خليك تلجي 410 نغ زناععة [2اع13 )0 عد لتو ا ل 0:5 هل 
ملاحظة: 


1. يساعد حامض الخليك (10/) في جعل الصبغ أكثر قوة. 

2 لمنع نمو العفن» يضاف 0.25 مل من فورملين (10/) لكل 100 مل من محلول 
الصبغة. 

3. تزال الصبغة من المقاطع عند تمرير الشرائح بمحلول كحول تركيزه 70/ أو 
5. لذلك يفضل زيادة وقت صبغ الأنسجة بهذه الصبغة. 

4 يزال الماء من المقاطع بتمرير الشرائح بكحول تركيزه 95/و100/ لمدة دقيقة واحدة. 


2 أورانج ج 2) 0:28 
أ. المكونات 
أورانج ج 6 ععمة0 ع ا ا ع و0 عنم 
حمض فوسفوتنجستيك 410 85016 02م طم5مط2 5 غم 
كحول إيثيلى مطلق 01طمعاه الإطاآ ماخ حا مم ا ل 11 1007 تفل 
2 اخضر سريع 07©60) ]135[ 
أخضر سريع 01668 ]135 اعوط أو كا اجو مار قوع وياد 0:8 لهم 
زيت القرنفل 011 0010176 الا وخ وال و سط ون لأسا سد قد الاو 501 تفلن 
كحول إيثيلي مطلق (100/) 160901 انإطا خسو سان وي اهل 


3. صبفات النماذج الكاملة 512125 101124 012ط ألا 
3 صبفة كارمالم كيركباتريك 22081011 ) 5 علء21) قو لءك] 

تستعمل هذه الصبغة في تحضير نماذج كاملة من ديدان التريماتودا 71762186002 
و السستودا 0656008 . 
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الفصل الرابع عشر: محاليل الصبغ والتمييز 


أ. المكو نات 


كارمين أو كوتشينيل (1068[1ط000) عمتصصمة © ووم جه رودي 25 هه 
حامض خليك تلجي لعش عتاععءعة [واعة01) غم 

شب البوتاسيوم 2هناا4. 0تناأ55ة]120 ممم ملهو مم06 250000006660666 غم 
ماء مقطر 5ع]71/8 1015811160 ا اا سا ع 22 10000666 مل 


ب. طريقة التحضير 
1. اسحق الكارمين أو الكوتشينيل في هاون بشكل جيد. ثم أضف حمض الخليك 
الثلجي و 100 مل من الماء المقطرء واتركها لمدة 20 دقيقة ثم إغلها برفق. 
2 أذب شب البوتاسيوم في 500 مل ماء. وأضف اليه الكارمن أو 
الكوتشينيل بعد تبريده. 
3. إغل المزيج برفق لمدة ساعة. ثم بُرده. ورشحه؛ وبعد ذلك أضف غرام واحد 
من الثايمول لمنع نمو الفطريات. 
يمكن أن يبقى المحلول صا حاً لمدة عام. 
3 بورااكس كارمين 0821101212 28501817 
هي صبغة جيدة لعينات صغيرة» حيوانية كانت أم نباتية؛ وكذلك لأجنة الطيور 
والزواحف. ولبعض الديدان. والأوليات. 
أ. المكونات 


بوراكس 8018 0000001 0 0 0 0 ااال غم 
كارمين 03220126 قمعم ممم ممم ممم ممم ممم ممم م ممم مم 000000606666606 3.0 غم 
ماء مقطر 772662 1015011160 اا صا ا ا لك 100 مل 


1. سخن هذه المكونات لمدة 30 دقيقة» ثم أضف لا بعد أن تبرد 100 مل من 
الكحول الإيثيلى. ش 


2 أترك الخليط لمدة يومين» ثم رشحه. 
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عند توفر مسحوق بوراكس كارمين فإنه يمكن تحضيره كمحلول كما يلي: 


مسحوق بوراكس كارمين 03220126 280137 د م م ا و 3 غم 
كحول إيثيلي (30/) [هطامعاه انإطا8 مما مح م1000 عل 


أترك المحلول لمدة يومين؛ ثم رشحه. 

4. الصبغات الحيوية 518125 7171621 
اخضر جانوس 216617) 1221015قهأآل 

يستعمل لصبغ الميتوكوندرياء وهو يتكون من: 

أخضر جانوس (مسحوق) 0168 3215ل ممم مم00 0.0.0006 0.1 غم 

محلول ملحي للثدييات (5ة11[قتصصصة]8) .501 عستله5 0 مل 
5. محائليل التمييز 50111010115 212)1125ع1(011161:2 

تستعمل هذه المحاليل عند إجراء الصبغ التراجعيء وذلك لإزالة الصبغة 
الزائدة في الأنسجة الحيوانية أو النباتية. ومن أبرز أنواع هذه المحاليل الكحول 
الحامضي وخليط زيت القرنفل والكحول والزايلين. 
5 الكحول الحامضي 4120101 4610 


كحول إيثيل 0 امطمعاةى انتطاط ا ا ا ا 1 100 مل 
همض هيدر وكلوريك مركز 000 ) |ل©) | 0 مل 


يستعمل لإزالة الصبغة الزائدة في الأنسجة ال حيوانية. 
5 زيت القرنفل- كحول- زايلين 5/1626 - امطم»41 - 011 :010 


زيت القرنفل 011 1006© ما ا اا اد عا او 01 3 قل 
كحول إيثيلى مطلق 410101 الإطاظ وااو مو ع او وا كو :23 مل 
زايلين عمهء21 000 


يستعمل لإزالة الصبغة الزائدة في الأنسجة النباتية. 
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الفصل الخامس عشر 
وسائط لصق وتغطية المقاطع 

بعد الحصول على مقاطع من الأنسجة المثبتة والمطمورة. يحتاج طالب 
التحضير المجهري إلى لصق تلك المقاطع على شرائح زجاجية بوسط مناسب. وبعد 
الانتهاء من صبغ المقاطع. وإزالة الماء منها وترويقهاء لا بد من تغطيتها بوسط 
عضوي ثم بأغطية زجاجية حتى تبقى تلك المقاطع سليمة ودائمة. في هذا الفصل 
سنعالج وسائط اللصق والتغطية. 
1. وسائط لصق المقاطع 401125175 

بعد الحصول على مقاطع مناسبة من الأنسجة المراد دراستهاء فإنها تحمل 
على شرائح زجاجية نظيفة تكون نمسوحة بطبقة رقيقة جدا من وسط لآاصق يساعد 
على تثبيت المقاطع على الشرائح وعدم سقوطها في مراحل تالية. ولتحقيق هذا ا هدف 
تتوفر عدة وسائط منها: 
٠.1‏ لاصق بياض البيضص 

أ. المكونات 


يحضر من بياض بيض جاف كما يلي: 


مسحوق ألبومين 110657ا6[لم ممم مم ممم ممم مم0 0 000600660606666 5.0 غم 
كلوريد الصوديوم 05102106 «تنان500 ممم مهمه 000606006000666 0.5 عم 
ماء مقطر 17173162 10156111601 اعلمو ا ام وو من فون لجا دا 1 17112 100 :عل 


ب. يقة التحضير 
1. اخلط المواد أعلاه ثم رشح الخليط وأضف 50 مل من الجليسرين إلى 50 مل 
من الراشح. 
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الجزء الثاني 


2. أضف بضع بلورات من الثايمول لمنع نمو الفطريات. 
1 بياض البيض- طريقة ماير 1ع12ناطل4 5'ع11237 
أ. المكونات 
بياض البيض «5268نالم م188 
جليسرول 6601علا01.... وجل و لجرلل املع ووم ا 1 نك 50ل 
ثايمول 11/001 م 10 غم 
ب. طريقة التحضير 
1. رج بياض البيض مع نقاط قليلة من حمض الخليك المخفف. 
2 أضف المكونات الأخرى. ورجها جيدا. 
1 لاصق لاند 4065[1٠©‏ 132075 
أ. المكونات 
محلول أ 
صمغ عربي نان علطوكم 
ماء مقطر 777/3665 101511160 
محلرل ب 
ثنائي كرومات البوتاسيوم 1010175050266 2تنازة20185 
ماء مقطر 11/367 1015011160 


طريقة التحضير 
1. إمسح الشريحة بقطرات من محلول ' أ ثم أضف عدد تماثل من القطرات 
من محلول ب. 


2 انقل المقاطع إلى الشرائح ثم دعها تتمدد على صفيحة دافئة. 


يمكن إسراع تجفيف المقاطع بإزالة السائل الزائد بورقة ترشيح. 
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الفصل الخامس عشر: وسائط لصق وتغطية المقاطع 

2. وسانط تغطية الشرائح 116012 11011201118 

بعد صبغ الشرائح يتوجب تغطيتها بوسط مناسبء. ثم بغطاء زجاجي 
حتى يمكن فحص الشريحة تحت المجهر. وكذلك لحفظ التحضير أطول فترة ممكنة 
وتكون وسائط التغطية إما مائية» أو عضوية. وتتوفر هذه الوسائط إما جاهزة. 
أو يمكن تحضيرها في المختبر إذا ما استدعت الظروف ذلك. وسنورد فيما يلي 
أبرز هذه الوسائط. 
2 الوسائط المائية 1012 1©0105ا0 ل 

2 وسط هلام جليسرين '(1اعل عسامءء 012 


أ. المكونات 


جيلاتين 0©18)10) اموا از فا او اق ووه اقم لملواو 6 عام لم لو و حو ع ا لق 10:07 غم 
ماء مقطر 11/2667 1015011160 االو لتر اك مطل ال ا كا ل 60 مل 
جليسرين 126رعه/ا01) حا كل واس واوو طمو فط ع مواق وما 7001 هل 
بلورات فيئول 02056815 [ممعط2 000006006666000 0.25 غم 


ب. يقة التحضير 

1. أذب الجيلاتين في الماء عند درجة حرارة 37س في فرن أو في حمام مائي. 

2 أضف المكونات الأخرى واخلطها جيداً. ويمكن تخزين هذا الوسط 
لحين الاستعمال؛ حيث يلزم حينئذ تسخين الوسط على صفيحة 
دافئة. 

ملاحظة: 

1. بعض صفات هذا الوسط. مثل الحاجة الى تسخينه قبل الاستعمال» وتسببه 
في تخفيف قوة الصبغ مع الوقت. وكذلك عدم تجمده بشكل جيد بعد 
التغطية» جعلته قليل الاستعمال. 

2. يتوفر هذا الوسط جاهزاً من بعض الشركات. 
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الجزء الثاني 
2 وسط أبائي سساتلء11 واإطعومم4 


أ. المكونات 


بلورات صمغ عربي نقي 01056815 نات 2016م اول اناد ا ا 50 غم 

قطر سكر قصب نقي لاكلا5 5101885 عصهن) 0 
ماء مقطر 71/2662 1015111160 متكا اماه او مال ام للم م602 مل 
ايمول 01مالا11' 00 


ب. طريقة التحضير 

1. أذب هذه المكونات بوعاء مناسب وذلك بتسخينئها عند درجة حرارة خفيفة. 
2 احفظ الوسط بوعاء محكم الغطاء. 
ميزات هذا الوسط. مثل تصلبه بعد التغطية» وكذلك ارتفاع معامل انكساره مقارنة 
بوسائط مائية أخرى. جعلته شائع الاستعمال. 
2 وسط برليس 7101153 5و”6و186216 


أ. المكونات 


فَطر الجلوكوز منالاك ءعومعنا1 © سسا ما ناد ا مولت موا امه الو 1 10ل 
(يحضر بإضافة 5 غم جلوكوز إلى 5 مل ماء مقطر) 

صمغ عربي 011ان) 818016 امس اوضق اا ع نط روا ام 01 13 فيل 
ماء مقطر 2ع]11/2 1015011160 اق ع فلا اا امك حم عل اماه و 2016216 هل 
هيدرات الكلور 6غ11(:022 أمعمآط6 مق و ماماو ا ف ما 173 فل 


ب. طريقة التحضير 

1. أذب الصمغ العربي في الماء المقطر. 

2. أضف قطر الجلوكوز ومن ثم هيدرات الكلور لحد التشبع. 

3. سخن الخليط ببطء. وحركه جيدا. 

4. رشح الخليط من خلال كمية قليلة من الصوف الزجاجي 7001 81355. 
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الفصل الخامس عشر: وسائط لصق وتغطية المقاطع 
ملاحظة ٠‏ 
1. يمكن تحويل التحضيرات التي تغطى بأوساط مائية إلى تحضيرات دائمة 
وذلك بقفل الغطاء الزجاجي بوسط مثل .2.2.7 أو بطلاء الأظافر. 
2 هذا الوسط جيد لتغطية الحشرات الصغيرة والطفيليات. 
2 الوسائط العضوية 716019 عزلروع0) 
تتوفر أنواع عديدة من الوسائط العضوية بشكل جاهزء ونظراً لأن بلسم 
كندا يعتبر وسطا شائع الاستعمال. فإنه ربما يكون مفيدا ذكر طريقة تمحضيره في 
حال عدم توفره جاهزا. 
10.2 بلسم كندا :82152 032203 
1. أذب الصمغ الطبيعي (بلسم كندا) بالزايلين» بنسبة 60/ . وذلك بتسخين 
الخليط في فرن شمع (عند حرارة 40 - 45 "“س). 
2 رشح الخليط بعد إذابة الصمغ. واحفظ الراشح بقنينة داكنة ومحكمة الغطاء. 
ملاحظة: 
لجعل وسط البلسم متعادلاً يفضل إضافة كمية قليلة من كربونات 
الكالسيوم. كما يجب عدم تعريض وسط بلسم كندا للضوء لأن ذلك يضعف الصبغة 
مع الوقت. 
22 الا.ط.2 
يتوفر هذا الوسط جاهزاًء وهو منافس لوسط بلسم كندا في كثير من مختيرات 
التحضير المجهري. وذلك بسبب شفافيته. وسرعة جفافه. واعتدال سعره. وعدم 


تائيره على الصبغ. 
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الفصل السادس عشر 
تحضير مسحة دم إنسان 
يعتبر تحضير مسحة من دم الإنسان أمرا روتينيا في مختبر الأمراض النسيجية. 
والمبدا الأساسي في هذا التحضير هو مسح عينة من دم الإنسان على شريحة نظيفة. 
ثم تجفيفها في الهواء. وبعد ذلك صبغها. ومن فوائد هذه الطريقة المجهرية سرعة 
الانجاز في إعطاء معلومات أساسية عن المريض. وبإجراء تعديلات بسيطة على 
الطريقة المبيئة أدناه يمكن عمل تحضيرات من أي سائل في الجسم؛ أو من أسطح 
أعضاء رطبة مثل المهبل أو سقف الحلق. 
1. مكونات الدم الخلوية 151000 01 0212)5م012) 21 اناااء) 
يتكون الدم من سائل البلازما الذي يحمل خلايا وقطع سيتوبلازمية. 
وتكون المكونات الخلوية إما خلايا حمراء 5عالإ25120 أو خلايا بيضاء 
وعالاء0غاناء.آ. والخلايا الحمراء لا تحتوي نوى أو أية عضيات أخرى.ء وهي بذلك 
مؤهلة لحمل كمية كبيرة من الهيموجلوبين. 
الخلايا البيضاء منواة. وتنقسم إلى قسمين أساسيين» هما: الحبيي 813100135 و 
اللاحبيي 17 . وتشمل الخلايا الحبيبية الأنواع الثلاثة التالية: 
أ. حامضية الأصطباغ 15 وسميت كذلك بسبب ميلها للأصباغ 
الحامضية وها نوى ثنائية الفص وحبيبات برتقالية. 
ب. قاعدية الاصطباغ 15ذام8350 وتميل للأصباغ القاعدية» وها نواة عل هيئة 5 
وحبيبات زرقاء داكنة. 
ج. المتعادلة وانطم0:ناء71 وها نوى بعدة فصوص وحبيبات أرجوانية شاحبة 


(شكل 1). 
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الجزء الثاني 
أما الخلايا البيضاء اللاحبيبية فتشمل: 
أ. الخلايا اللمفاوية 1:9/10550/165 ولها نوى كروية زرقاء وسيتوبلازم قليل. 
ب.ء الخلايا الأحادية 5 .. وفا نوى على شكل حدوة الحصان 
وسيتوبلازم قليل (شكل 1). 
وبالنسية للقطع السيتوبلازمية؛ فهي الصفائح الدموية 5اإعاء:2ام 1000 
(شكل 1). 


4ه 
أاطاممفوط الأممطافمع ‏ علءاكتصهل لاس سالطممع يعم الظطممئييعم عام طترعع 
ول 


3 ه 


تععاعدام عرعمطمم را عع دا عننعمظم جيرا الفصكة 





شكل 1: مكونات مسحة دم إنسان 
وعند الحديث عن مسحة الدم تجدر الإشارة إلى الصبغات المتعادلة التي 
تستعمل لصبغ هذه المسحة؛ ثم سئتطرق إلى المحاليل والأدوات اللازمة لنصل بعد 
ذلك إلى طريقة تحضير المسحة ثم صبغها. 
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الفصل السادس عشر: تحضير مسحة دم إنسان 

2. صبفات الدم المتعادلة وطنه)5 851000 221اناء لز 

التعامل مع مسحات الدم يعني التعامل مع صبغات متعادلة؛ وقد أشرنا إلى 
هذه الصبغات في الفصل الخامس. وللتذكيز نقول أن هذه الصبغات تتكون من صبغة 
حامضية (مثل إيوسين 60515) وأخرى قاعدية (مثل أزرق ميثيلين عدداط عمءابإطاعم). 
لتتكون صبغة جديدة تعطي ألواناً عدة للأنسجة المصبوغة. وتعتبر صبغة رومانوفسكي 
هنة5 1802032017515 مثالا بارزا على الصبغات المتعادلة. 

نتيجة لخلط صبغة إيوسين مع أزرق ميثيلين يتكون راسب يحتوي أيونات سالبة 
وأخرى موجبة من الصبغتينء ويكون هذا الراسب قليل الذوبان في الماء إلا أنه سريع 
الذوبان في الكحول. ولإطلاق الآأيونات الملونة من المحلول الكحولي للراسبء يتوجب 
خلط هذا المحلول مع الماء فوراً. وكما ذكرنا سابقاً تسمى الصبغة الناتجة باسم العام 
الروسي 50320151 الذي كان أول من استعملها عام 1 . تجدر الإشارة الى أن 
صبغات رومانوفسكي تتوفر بشكل جاهز وتعتبر أكثر وثوقية من تلك التي تصنع في 
المختبر من مكوناتها الأساسية. وتعتبر درجة حموضة 11م هذه الصبغات وكذلك الماء الذي 
يستعمل لشطف الشرائح أمرين هامين في تقرير جودة التحضير. 

تتفاعل خلايا الدم البيضاء مع صبغة رومانوفسكي ويظهر ذلك باختلاف 
ألوان نوى وحبيبات خلايا الدم البيضاء.ء وسنشير الى ذلك في التتائج. أما خخلايا 
الدم الحمراءء؛ فتأخذ لون إيوسين (وردي).؛ وتبين درجة الصبغ كمية 
الميموجلوبين في تلك الخلايا. كذلك, تأخذ خلايا الدم البيضاء المعتلة ألواناً 
خاصة بهاء وتظهر نوى الطفيليات بلون أحمر فاقع. 

يشار إلى صبغات رومانوف سكي بأسماء مختلفة. مثل صبغة رايت 
دنه 171118115 وصبغة ليشمان 51310 16151101225 وصبغة جيمسا 01610585 
. وتختلف هذه الصبغات باختلاف كميات مكوناتها الأساسية. أخيراًء تجدر 
الإشارة إلى أن صبغات رومانوفسكي تعمل كمثبتات (بسبب احتوائها على 
الكحول) وكمواد ملونة. 
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الجرء الثاني 
3. المحاليل والأدوات اللازمة 
3 المحاليل 
53 معمحلول الصبغة: صبغة رايت 54218 4'5 78/2182 


أ. المكونات 


صبغة رايت (مسحوق) (01067م) 51918 واأطع 11/21 0.1 غم 
كحول ميثيل 160501ش الإطاء1/1 كلب صا ال كار ام ايم 60 فل 


ب. طريقة التحضير 
1. اسحق الصبغة بهاون حتى تذوب كلياً بالكحول. 
رج الحلول جيداً واتركه لمدة يومين. 
3. ضع الصبغة في قنينة محكمة الغطاء. عند الاستعمال رشح ال محلول. 
ملاحظة 
يتوفر محلول هذه الصبغة جاهزاً. 
3 امحلول المنظم 
1. فوسفات الصوديوم ثنائي الهيدروجين و71311220 
6 غم / 100 مل ماء مقطر عا ا ا مام اع اي د شر 
2 فوسفات الصوديوم أحادي الهيدروجين ,71325120 


5 ,غم / 100 مل ماء مقطر د ال سو ل 3 قل 
3 الأدوات 


نم 


شرائح. أغطية زجاجية. 
مباضع معقمة 

حاملة شرائح. 

قطن . 

مجهر ضوئي مركب. 


سم ارح شا لضأ 
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4. تحضير مسحة الدم 


.1 


نظف عدة شرائح بمسحوق تنظيف. وتأكد بأنها خالية من أية شوائب, ثم 
اشطفها بماء مقطر وأخيراً بكحول إيثيلي تركيزه 95 / أو أسيتون. 


. |مسح النقطة الأولى من الدم. وضع النقطة التي تليها على طرف شريحة 


طن فشكل 0ل عنم رع كججر ل جلي تركو 10 وه علنة 
ضمادة طبية. 


. إمسك بشريحة ثانية بحيث تعمل حافتها القصيرة مع سطح الشريحة التي تحمل 


نقطة الدم زاوية 25 وبحيث تكون تلك الحافة مللامسة. بسطحها الخلفي 
لنقطة الدم (شكل 2). عندئذ ستنتشر نقطة الدم على حافة الشريحة الثانية 
وفي الزاوية بينها وبين الشريحة الأولى. 


: ادفع بالشريحة العليا باتجاه السهم (الشكل 2) بحيث يسحب الدم على سطح 


5 رك شرعة المبححة باقواء لتعفن. 
5. صبغ المسحة وتفطيتها 
1. ضع الشريحة الحاملة لمسحة الدم على حامل خاص فوق مغسلة المختبر. 


2 


ضع حوالي 15 نقاط من محلول الصبغة على مسحة الدم. واتركها لمدة دفيقة 
واحدة حتى تثبت خلايا الدم بالكحول. 
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الجزء الثاني 


دن ها حجن فد 





شكل 2: طريقة عمل مسحه الدم 


. أضف 15 نقاط من محلول المنظم لمحلول الصبغة واخلطهما جيداً. اترك الخليط 


على المسحة لمدة 3- 5 دقائق. 
أشطف الشريحة بماء مقطر حتى تظهر المناطق الرقيقة من المسحة بلون أحمر- وردي. 


. تخلص من الماء الزائد بورقة ترشيح ودع المسحة تجف بتحريكها في الهواء. 
5 أزل الماء من المسحة كليا بتمريرها بكحول مطلق مرتين ولمدة دقيقة كل مرة. 
: روف التحضير بتمريره بزايلين مرتين؛ ولمدة دقيقة كل مرة. ثم غط التحضير 


بغطاء زجاجي نظيف. 


. إفحص التحضير بعدسة زيتية. 
. ميّز مكونات المسحة؛ مستعيناً بالمعلومات المبينة في شكل 1» وركز دراستك 


في المنطقة المسماة ذيل المسحة حيث يكون سمك المسحة قليلاً (شكل 3). 
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الفصل السادس عشر: تحضير مسحة دم إنسان 





شكل 3: توزيع مسحة الدم عل الشريحة 


6. النتيجة 

أ. تظهر الكريات الحمراء بلون أحمر باهت,ء. وتظهر الخلايا الليمفاوية بنوى 
أرجوانية وسيتوبلازم أزرق باهت. 

ب. تظهر الكريات البيضاء الحامضية 115طم05120» بنوى أرجوانية ثنائية 
الفصوص. وحبيبات سيتوبلازمية برتقالية إلى حمراء. 

ج. تظهر الكريات البيضاء القاعدية 115طم5350 بنوى أرجوانية غير واضحة. 
على هيئة حرف 5. وحبيبات سيتوبلازمية زرقاء داكنة. 

د. تظهر الكريات البيضاء المتعادلة 115م0:ا©2 بنوى أرجوانية داكنة متعددة 
الفصوص. وحبيبات سيتوبلازمية بلون أرجواني شاحب. 

.٠‏ تظهر الصفائح الدموية زرقاء إلى أرجوانية. 
إرجع إلى الشكل 1 الذي يبين مكونات مسحة الدم. 
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الفصل السابع عشر 
تحضير هرسة من الغدد اللعابية لذبابة الفاكهة 

تحتوي خلايا الغدد اللعابية لذبابة الفاكهة ]7061200825]6 112م050ع10 
كروموسومات عملاقة تسمح دراستها بمعرفة تركيب الكروموسومات بشكل جيد. 
وفي هذه الغدد لا تنقسم الخلاياء وإنما تزداد حجما وبذلك تكبر نواها وتتضخم 
كروموسوماتها. 

توجد الكروموسومات العملاقة في الغدد اللعابية للحشرات ومنها ثنائية 
الأجنحة ممثلة بذبابة الفاكهة. تصل هذه الكروموسومات أقصى حجمها إلى ما قبل 
مرحلة الخادرة 8منا2. وهي مسؤولة عن عمليات النسخ اللازمة لتصنيع بروتينات 
تساعد في تعلق الخادرات مع الوسط الذي تعيش عليه؛ إضافة إلى إنزيمات هاضمة 
خلال نمو اليرقة. 

في هذا التحضير. سندرس مورفولوجية الكروموسومات العملاقة في ذبابة 
الفاكهة وذلك بتجهيز شريحة تحمل هرسة من الغدد اللعابية ليرقات هذه الذبابة. 
[1. المحاليل والأدوات اللازمة 
1 المحاليل 

1. محلول كلوريد الصوديوم 0.7/. 

2. محلول صبغة الكارمين الخلي: انظر ص 175. 
1 الأدوات 

عهنتشرضي: 

2 مستنبت ذبابة الفاكهة يحتوي يرقات. 

3. ملقط. 
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4. إبرة تشريح. 

5. شرائح مجهرية. 
6. أغطية زجاجية. 
7 


. ورق ترشيح. 


. تحضير الهرسة 


1. افحص مستنبت لذبابة الفاكهة ولاحظ اليرقات 131786 التى تشبه الديدان 
(شكل :1011 اختن يرقة كيرة #زحقك ببطء إلى اغلى جداز.وعاء الاستنيات» 

2. انقل اليرقة بملقط غير حاد. وضعها على شريحة نظيفة عليها قطرات من 
محلول كلوريد الصوديوم (0.7/) (شكل 1ب). 





شكل 1: مستنبت ذبابة الفاكهة 
أ. فنينة تحتوي يرقات مختلفة؛ ب. يرقة على سطح شريحة. 
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. افحص اليرقة تحت المجهر التشريحي. وتبين بأن للها مؤخرة عريضة ورأس 
مستدب يحتوي أجزاء سوداء من الفم (شكل 2) للحصول على الغدد 
اللعابية؛ يجب إزالة الرأس عن بقية جسم اليرقة» وذلك بمسك الطرف 
الخلفي لليرقة بملقط عريضء. وسحب منطقة الرأس بإبرة تشريح باتجاه 
اليمين (شكل2). في هذه الحالة» سوف تتلوى اليرقة» وقد تحناج لعدة 
محاولات قبل الحصول على الغدد اللعابية. 





الاحظ أن القذد اللعاريةاصل باتجراء الفم وباجنام ديه لض :من 
هذه الأجسام ومن أجزاء الفم واترك الغدد اللعابية فقط. تبين أن الغدد 
اللعابية تأخذ شكل عناقيد شفافة (شكل 3). 

. أزل المحلول الملحي الزائد عن الشريحة وذلك باستعمال قطعة صغيرة من 
ورق الترشيح. حاذر من لمس الغدد بورقة الترشيح حتى لا تلتصق بها. 

. أضف عشرة نقاط من محلول الصبغة (كارمين الخلي 156تةءما]ء8.0م) 
وأصبغ الغدد لمدة 5 دقائق. 

. ضع غطاءاً زجاجياً فوق التحضيرء ثم ضع فوق الغطاء ثنيتين أو ثلاث من 
ورق الترشيح. ثم اضغط بإبهامك عليها. 
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الجزء الثاني 
8. افحص التحضير بالجهر الضوئي المركب. إذا حضّرت هرسة الغدد اللعابية 
يقة جيدة فستبدو نوى الخلايا بعيدة عن بعضها. وإذا كان الصبغ جيداًء 
وباستعمال العدسة الزيتية»؛ فستتمكن من رؤية حزم عرضية على طول 
الكروموسومات. 





شكل 3: مظهر الغدد اللعابية بعد سحبها 


أنظر الشكل 4 لمقارنة نوعية تحضيرك مع التحضير النموذجي البين في هذا الشكل. 
3. النتيجة 


تظهر الكروموسومات العملاقة كخيوط ملتوية تظهر فيها حزم حمراء داكنة 
لاحظ الانتفاخ الكروموسومي 210051 0120172050126 (شكل5) الذي يمثل 
الخلايا لتصنع مادة بروتينية محددة تلعب دورا هاما أثناء النمو. 
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د الفصل السابع عشر: تحضير شرسة من الغدد اللعابية لذياية الفاكهة 


اوري --10 
ناكم 


00 ا 





شكل 4: الكروموسومات العملاقة في الغدد اللعابية للبابة الفاكهة. 
لاحظ ذراعين لكل من كروموسوم 2 و 2:3 واحد أيمن 20 و 31) 
وآخر أيسر 210 وبآ 3) 





شكل 5: جزء من كروموسوم غدة لعابية وتظهر 
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الفصل الثامن عشر 
تحضير هرسة من قمة جذر البصل 
تمتلك القمم النامية في جذور وسيقان النبات». وكذلك براعم الأزهار 
والأوراق الناشئة نسبة مرتفعة من الخلايا التى تمر ب الانقسام المتساوي 0/10515, 
وذلك كمؤشر على نشاطها وانخراطها القوي في نمو الأعضاء النباتية. ولدراسة 
الانقسام في الأنسجة المذكورة يمكن اللجوء إلى طريقة الشمع التقليدية التي ينتهي 
فيها المطاف بتحضير مقاطع مصبوغة. غير أن هذه الطريقة تستغرق وقتأ طويلاً 
(من يومين إلى ثلاثة أيام). إضافة للحاجة إلى مواد وأدوات كثيرة. والطريقة 
البديلة» السهلة والقصيرة. تكون بتحضير هرسات 501125765 من الأنسجة 
المرستيمية 11551165 71671516102]1 الطرية. 
إضافة إلى كونها سهلة وسريعة؛ فإن لتحضير ال هرسة ميزتين على طريقة 
الشمعء هما: 
1. ظهور الخلايا بشكل كاملء با فيها النوى والكروموسومات» وهذا أمر لا 
يتحقق دائمأ في المقاطع حيث أن المقطع قد لا يمر في النواة. 
2 تسطيح الخلايا دون انفجارهاء وهذا ما يسمح بانتشار الكروموسومات 
وسهولة ملاحظتها. 
في هذا التحضيرء سنستخدم القمم النامية لجذور البصل لدراسة المراحل 
المختلفة في الانقسام المتساوي. ويمكن إجراء نفس الخطوات وتحقيق نفس 
الأهداف باستخدام بذور نامية ظهرت فيها بدايات الجذور, أو استعمال قمم 
نامية من سيقان أو براعم زهرية. 
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الجزء الثاني 


[آ. المحاليل والمواد اللازمة 
1 المحالئيل 


.1 
.2 


3 


كحول إيثيلي 01طهء1ش 1ئاطا8 (تركيزه 70/). 

حمض هيدر وكلوريك 1101 (يحضر بإضافة 10 مل من حمض 1101 المركز إلى 
0 مل من كحول تركيزه 95/). 

كارمين خلي عمتصمةن ماء6ث (انظر ص 175). 


1 المواد 


1. 
. كأس زجاجية 50 مل. 


ذم شا ر هاا اح قفأ ممه 


بصل. 


قطارة. 


. شرائح زجاجية. 
. أغطية شرائح. 
مجهر ضوئي مركب. 


2. تحضير الهرسة وصبغفها 


.1 


.2 


.3 


خذ بصلة واقطع جذورها الحافة بشفرة حادة. 

ضع البصلة على فوهة كأس زجاجية ممتلئة بالماء» يكون قطر فوهتها أصغر 
من قطر البصلة. راعي انغماس منطقة الجذور فقط في الماء (شكل 11). 
بعد يومين أو ثلاثة لاحظ بدايات الجذور الجديدة التى تظهر بلون أبيض 
وتحمل في نهاياتها مناطق صفراء. 

للحصول على عينة غنية بالانقسام الخلوي. اقطع بشفرة حادة قمم الجذور 
الصفراء. وبطول لا يزيد عن 2 ملم. قم بهذا العمل حوالي منتصف النهار. 
حيث يكون الانقسام الخلوي نشطأ جداً. 
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القصل التامن عشر: تحضير هرسة من قمة جذر البصل 
. احصل على 4 قمم نامية؛ واقطع كلا منها طولياً. وضعها في أنبوب اختبار (أو 
صحن .صغير) يحتوي كحول إيثيلي (70/) (شكل 1ب)». ثم انقل الأنبوب إلى 
حمام هائي عند حرارة 0س وللدة 15 دقيقة (شكل اج). 

ما أهمية هذه الخطوة؟ 





شكل 1: تحضير وتثبيت القمم النامية في جذور البصل 

: انقل قطع القمم النامية إلى أنبوب يحتوي حمض هيدر وكلوريك (شكل 2) ثم 
انقل الأنبوب ومحتوياته إلى مام مائي عند حرارة 60”س (شكل2ب) ولمدة 10 
دقائق. ما أهمية هذه الخطوة؟ 


. اسكب محلول حمض افيدروكلوريك؛ وأضف للجذور محلول صبغة الكارمين 
الخلي. اترك الجذور في هذا المحلول لمدة 20-15 دقيقة (شكل 2 ج). 

. انقل قمة جذر إلى شريحة نظيفة. راعي أن تكون القمّة مغمورة بمحلول الصبغة 
لأن ذلك هام لإجراء عملية اهرس بدون فقاعات هواء تحت الغطاء الزجاجي 
(شكل13). 

. غط القمة بغطاء زجاجى نظيف. وأنزله برفق لتحاشى ظهور فقاعات هوائية 
(شكل 3ب). ما أهمية ذلك؟ : 
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الجرء الثاني 


لمدة 10 دقائق 





شكل 3: نقل قمم جذور البصل بعد صبغها إلى شرائح وتغطيتها 
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الفصل الثامن عشر: تحضير هرسة من قمة جذدر البصل 


9 اضغط على الغطاء الزجاجي بمؤخرة قلم رصاص أو بالطرف الخشبي المسطح 
لإبرة التشريح حتى تنفرد خلايا القمة (شكل 3ج). 

0. افحص التحضير بالعدسة الشيئية الصغرىء ثم الوسطى والكبرى. تأكد من نظافة 
العدسات قبل استعمالها. كذلك اضبط إضاءة الجهر حتى تشاهد مراحل الانقسام 
بوضوح. راعي أن تكون درجة الإضاءة مناسبة مع قوة تكبير العدسة. 
استعن بالشكل 4 لملاحظة مراحل الانقسام في خلايا القمة النامية. 

ملاحظة: 

يعتبر تحضير الهرسنة أمراً مؤقتء وإذا ما أريد تحويلها إلى تحضير دائم يتوجب 
إزالة الغطاء الزجاجي وذلك بوضح الشريحة على قطعة ثلج حتى تتجمد. بعد دقائق. 
يمكن إزالة الغطاء الزجاجي وذلك برفعه بشفرة توضع تحت أحد طرفي الغطاء. بعد 
ذلك.يزال الماء من الشريحة باستعمال تدرج كحولي صاعد ثم تروق بالزايلين» وتغطى 
بوسط مناسبء ثم تجفف وتدرس بالمجهر الضوئي. 





شكل 4: أ. صور لمراحل الانقسام الخلوي في قمة جذر نامية كما تظهر في مقطع طولي. 
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الفصل الناسع عشر: تحضير نماذج كاملة 


الفصل التاسع عشر 

يعتبر تحضير تماذج كاملة من عينات بيولوجية مختلفة أمرأ مفيداً جداً في علوم 
بيولوجية مثل الطفيليات؛ والأجنة. واللافقاريات. والنباتات اللاوعائية؛ ذلك أن 
دراسة تحضير كامل يسمح بتصنيف طفيليات, مثلاء أو بتحديد مراحل نمو جنين 
معين. ولذاء فإنه يجب أن تكون العينات عند تحضيرها طازجة ومسطحة. إن مراعاة 
هذين الأمرين يمنع إدخال أية أشكال مصطنعة على التحضيرء كما يساعد في المحافظة 
على المواقع الصحيحة لمكونات العينة. 

ونظراً لإستحالة استعراض كل الطرائق المعروفة لتحضير نماذج كاملة من 
عينات بيولوجية مختلفة» لأن ذلك يخرج عن هدف هذا الكتابء فإننا سنورد طرائق 
مختارة لتحضير تماذج كاملة من طفيليات. وأجِئة. تاركين سرد غيرها من الطرائق 
لمراجع أخرى. 
1. تحضير نموذج كامل من طفيل تريماتودي 1711126006 
1 المحاليل اللازمة 
2. محلول الصبغة: كارمالم كيركباتريك تندال8دمة0) 5“لء1ادص1كآ 
3 تدرج كحولي: 0 0/70 95/ 100/. 
4. زايلين. 
5. محلول تمييز. 
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الجرء الثاني 


1 الأدوات والزجاجيات اللازمة 


1. شرائح. 


2. أغطية زجاجية. 
3: آربطة مطاطية. 
4. وسط تغطية الشرائح. 


5. مجهر ضوئي. 


1 الطريقة 


.1 


ده ق- مق 


احصل على طفيليات تريماتودية من رثئة» أو كبد. أو مئانة ضفدع أو أي 

حيوان فقاري مخبري. بعد تخديره وتشريحه. احفظ العينات في وعاء يحتوي 

على محلول فسيولوجي عند درجة حرارة 37 س. 

. اغسل العينات جيداً بمحلول ملحي. وتخلص من آثار الدم. بعد ذلك خدّر 
الطفيليات بوضع بلورات من المنثول في المحلول الملحي الدافئ لمدة نصف 
ساعة. حتى تخف حركة الديدان. 

. حضر شريحتين من الزجاج بحيث يضاف لسطح الشريحة السفلى ورقتي 

. أنقل طفيلاً حدراً إلى سطح ورقتى الترشيح. ثم أضف إليه ورقة ترشيح 
أخرى مشبعة بالمثبت» ثم أضف إلى سطح هذه الورقة شريحة زجاجية عليا. 

. ضع ربطتي مطاط أو لاقط على طرفي التحضير المشار إليه للمساعدة في 
جعل الطفيل منبسطأً ومن ثم أنقل التحضير إلى وعاء يحتوي على محلول 
التثبيت. واتركه لمدة 24 ساعة. 

. انقل الطفيلء دون الشريحتين» إلى كحول 70/. 

. اغسل التحضير بكحول 70/ عدة مرات. 

. استبدل الكحول 70/ بمحلول الصبغة, واترك العينة فيه لمدة 12 ساعة. 
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9. استبدل محلول الصبغة بمحلول التمييز (الكحول الحامضي».؛ واترك العينة 
فيه للوقت اللازم لإظهار الدرجة المناسبة من الصبغ. 
0. أزل الماء باستبدال محلول التمييز بكحول 70/. ثم بكحول 2/95 ثم 
بكحول مطلق مرتينء لمدة ساعة في كل مرحلة. 
1 . روق العينات بالزايلين للفترة المناسبة» ثم انقلها إلى شرائح نظيفة؛ وغطها 
ببلسم كندا وبغطاء مناسب. 
2. جفف التحضيرء ثم ادرسه تحت المجهر الضوئي. 
1 النتيجة 
يصبغ الطفيل بلون أحمرء وتأخذ الأعضاء الداخلية ظلالاً من اللون الأحمر. 
أنظر الشكل 1 حتى تستطيع تمييز مكونات الطفيل التريماتودي. 
ملاحظات: 
1. في الحالات التي يكون فيها الطفيل سميكاًء فإنه يتوجب وضع شعيرات 
زجاجية أو حلقة بلاستيكية تحت الغطاء الزجاجي. 
2. في حالة تحضير نموذج كامل لطفيل مفلطح صغير ورقيق؛ فإنه يمكن جعله 
مسطحاً على شريحة بإضافة غطاء زجاجي على سطحه. 
3. تفيد الطريقة المذكورة أعلاه في تحضير طفيليات شريطية» وكذلك فهي مفيدة في 
تحضير نماذج كاملة من يرقات طفيليات مفلطحة أو شريطية. 
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شكل 1: رسم لطفيل تريماتودي يسمى وشيعة (وريقة) الكبد ععلن!! 1.1967 


كما ذكرنا سابقأء فإن تحضير تماذج كاملة من أجنة الطيور يفيد في دراسة مراحل 
النمو المختلفة هذه الأجنة. ولذاء فإنه لا يخلو أي مختير في علم الأجنة من نماذج كاملة 
لمراحل نمو متعددة. وسنستعرض فيما يلي متطلبات تحضير مثل هذه النماذج. 
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2 الحصول على بيض ملقّح 

يمكن الحصول على بيض ملقّح من أية مزرعة محلية» ولا يفيد البيض المدوفر في 
السوق لأنه غير ملقح. ولا شك بأن استعمال بيض طازج يعطي نتائج افضل من 
حيث عمر الجنين وحالته الصحية؛ وإذا ما اضطر العاملون في المختبر إلى تخزين البييض 
لحين استعماله. فإنه يجب أن يتم التخزين عند درجة حرارة بحدود 15" س. 
2 معاملة البيض الملقح 

يوضع البيض الملقح بحاضنة عند درجة حرارة تتراوح بين 37”س و 739”س لفترة 
يحددها مرشد المختبر. ويقترح أن تكون هذه الفترة 36-33 ساعة أو 52-48 ساعة. 

وللحصول على الجنين بالعمر المطلوب؛. يضاف 4-3 ساعات إلى هذا العمر. ذلك 
أن نمو الجنين لا يبدأ مباشرة بعد وضع البويضة المخصبة بالحاضنة. وإنما بعد مرور 4-3 
ساعات» وهي الفترة اللازمة لتأقلم البويضة مع درجة الحرارة الجديدة (537س). 
2 المحاليل والوسائط اللازمة 

1. محلول رنجر الملحي. 

2 محلول التثبيت: يمكن استعمال مثبت بوان. 

3. محلول الصبغة: بوراكس كارمين. 

4. تدرج كحولي: 30/. 0/50 70/ 95/: 100,/. 

5. زايلين. 

6. وسط تغطية التحضير. 
2 الأدوات والزجاجيات اللازمة 

|. ملقط. 

2 مقص. 

3. صحن سيراكوز. 

4. قطارة ذات فم واسع. 

5. قطارة عادية. 
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6 زبدية سعتها 250 مل. 


2 الطريقة 


.1 


نم 


ين 


حآه 


لوك 


بعد مضي الفترة المناسبة على حضانة البيض الملقح. امسك البيضة بيد 
واكسر القشرة من جانبها العريض بواسطة يد مقص. بشكل دائري 
باستخدام المقص في اليد الأخرى» قص القشرة لتفتح كوة دائرية فيها 
تسمح بمخروج كرة الملح. 


. أزل قطعة القشرة المقصوصة. واسحب بياض البيض بملقط بحيث لا يبقى منه 


. أنقل الجزء المتبقي من القشرة وما تحتويه من مح وجنين إلى زبدية تحتوي 


حوالي 200 مل من محلول رنجر للطيور؛ بحيث تقترب فتحة القشرة من سطح 
المحلول الملحيء ثم اقلب القشرة بحيث تكون الفتحة مواجهة لسطح المحلول 
ودع كرة المح تهبط في المحلول بلطف. 


. لاحظ القرص الأبيض الموجود على سطح المح. فهذا القرص يحتوي على 


الجنين المراد عزله عن المح. ولعزل الجنين» أمسك بحبل الألبومين الملتوي 
الموجود حول المح بملقط. وقص حول القرص الأبيض بمقص صغير (شكل 
2©). حاذر أن يضيع الجنين في المح. 


. دع القرص الجنيني يهبط في المحلول الملحيء ثم انقله بقطارة ذات فم واسع إلى 


يؤثر وجوده على وضوح معالمه. ويمكن أن يتم ذلك بمسك طرف هذا الغشاء 
وتحريكه يمينا ويساراً عدة مرات حتى يتحرر منه الجنين. 


. غيّر ا محدول المحلي مرتين أو أكثر بقطارة عادية وذلك بهدف تنظيف الجنين من 


حبيبات المح. 


.لجعل الجنين منبسطأء أزل السائل الزائد من حوله. وإذا ما انثنى أحد أجزاء 


الجنين فإنه يمكن معالجة ذلك بإضافة بضعة مللترات من المحلول الملحي ومن 
ثم يتخلص من الثنى بملقط. 
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8. بعد انبساط الجنين» أزل من حوله معظم المحلول المحلي؛ وأضف إليه المثبت. 
بحيث تصب نقاط من المثبت على احور الجنيني أولأء ومن ثم على أطرافه. 
عندئن قلّم الأجزاء الزائدة من الجنين بمشرط حاد وثبته لفترة تتراوح بين نصف 
ساعة وعدة ساعات. 

9 أزل المثبت واغسل الجنين بكحول 70/ (إذا كان المثبت محلول بوان) عدة مرات 
حتى يزول اللون الأصفرء ثم استبدل الكحول 70/ بكحول 30/. وإذا كان الجنين 
مثبتاً محلول فورملين» فيغسل الجنين بكحول 30/ مباشرة بعد إزالة المثبت. 

0. استبدل الكحول 30/ بمحلول الصبغة لمدة تتراوح بين 15 و 30 دقيقة. 

1. أزل الماء من التحضير باستعمال تدرج كحولي صاعد (من 30/ إلى 100/). 

ومن ثم روّق الجنين بزايلين مرتين» مدة كل منهما 10-5 دقائق. 





شكل 2: طريقة عزل جنين دجاجة 


2. انقل الجنين إلى شريحة نظيفة وغطه ببلسم كنداء ومن ثم بغطاء زجاجي مناسب. 
إذا كان التحضير سميكأء فإنه يلزم وضع شعيرات زجاجية تحت الغطاء. 

3. جفف التحضير على صفيحة دافئة (عند حرارة 40-35" س) لفترة مناسبةء 
ثم نظفه وادرسه بالمجهر الضوئي. 
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2 النتيجة 
أنظر الشكل 3 لمعرفة المكونات الأساسية لجنين دجاج بعمر 36-33 ساعة. 


مماأق طامعءمعوم)م 


عاعا75 و6زامم 


0انااناط أ 0تنااما 
ممأ طامع0 معوعمم 
ألاوع101 
5ه قناطاناط 


00:53 3 


اهألعوءعهم ‏ عاء نامعل 
لماعو 5 

: لاما 
3600م عذاأه 2 


ماعلا عم أااع1ن؟ 
اهكمم اقمتأاععانز .امح 


5 3 


لن0» أقمامةه 


0 اة0015 


0 121مع5605 


5ناء»اعام عومزااع ا 


اه اهاعم 


1 


>ا 51868 18076 مام 





شكل 3: صورة لحنين دجاج عمره 36-3 ساعة 
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المصل العشرون: تحضير مقاطع من أنسجة حيوانية 


الفصل العشرون 
تحضير مقاطع من أنسجة حيوانية 


يعتبر الفآر أو الجرذ حيوانا تخبرياً جيداً لتحضير مقاطع من أعضاء مختلفة. وإذا 
الأرنب كبديلين مناسبين. وبشكل عامء فإن تحضير المقاطع باستعمال الشمع كوسط 
تشريب وطمرء ثم صبغ المقاطع بصبغتي هيماتوكسين ماير وإيوسين يشكلان أساسين 
شائعين جدأً في مختبرات التقانة ا جهرية. وسنستعمل صبغة هيماتوكسين ماير لأنها لا 
تحتاج إلى التمييز باستعمال كحول حامضي ومن ثم غسل الشرائح بماء جار لمدة 15 
دقيقة. كذلك تبقى الصبغة صالحة لعدة سنوات دون أن تبهت. ويمكن أن بتقى 
الشرائح في هذه الصبغة لعدة ساعات دون إفراط في تلوين الأنسجة. 


1. التجهيز للتثبيت 


من 
1. 


أجل الحصول على نتائج جيدة لا بد من مراعاة الأمور التالية: 
معرفة العضو المقرر تحضير مقاطع منه؛ وذلك بالرجوع إلى مرجع مناسب. 


2 تجهيز أدوات التشريح. 

3. تحضير المحاليل اللازمة قبل الشروع بالعمل. 
4. 
5 
6 


. تجهيز مكان العمل من حيث النظافة والاتساع. 


خطوة. 
العمل بسرعة مناسبة. 
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2. المحاليل والوسائط اللازمة 
1. محلول التثبيت: فورمالين أو بوان. 
. هيماتوكسلين ماير. 
. إيوسين كحولي. 
. تدرج كحولي: 2/30 50/. 0/70 95/. 100/. 


2 
3 
4 
' 5. وسط ترويق: زايلين أو زيت خشب الأرز. 
6 وسط تشريب وطمر: شمع البرافين. 
7. وسط لصق المقاطع. 
8. وسط تغطية الشرائح. 
3. الأدوات والزجاجيات والأجهزة 

1. أدوات التشريح. 
شرائح وأغطية زجاجية. 
جرار صبغ. 
صفيحة دافئة. 
فرن صهر شمع. 


قوالب طمر وحاملات قوالب. 


ذم شأ لم هأ حكن د من 


مجهر ضوئي. 
4. الحصول على العضو المراد تثبيته 

1. احصل على الحيوان المقرر استعماله من قبل المدرس أو الفنى. واقتل الحيوان بسرعة 
وبإنسانية. وذلك بوضعه في وعاء زجاجي واسع له غطاء محكم. ويكون في أرضيته 
محارم ورقية مشبعة ب إيثر 51561 أو كلوروفروم 201055هل©. 
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2 عند توقف الحيوان عن التنفسء, أخرجه من الوعاء الزجاجي وضعه على لوحة 
تشريح بحيث يكون البطن إلى أعلى. رطب جسم الحيوان. وخاصة بطنة بكمية 
قليلة من الماء. 

3. امسك الجلد في الجزء السفلي الأوسط من البطن بملقط. ثم اقطع بمقص حاد 

تلك المنطقة باتجاه أمامي وحتى ما بعد القفص الصدري. راعي أن يكون 

القص سطحياء يحيث يمر من خلال عضلات البطن دون تخريب للأعضاء 

الداخلية. 

حرّر الأعضاء الداخلية» وإذا كانت مغطاة بالدم» اغسلها بمحلول فسيولوجي 

أو محلول منظم وذلك قبل نقلها إلى وعاء مناسب لتثبيتها. 

5. بعد معرفتك موضع وشكل العضو المقرر لك. انقل هذا العضو (إذا كان 
صغيراً بحجم 777 ملم) أو جزءاً منه (إذا كان حجم العضو أكبر من 
7 ملم) إلى قنيئنة بسعة 10-5مل تحتوي ما لاا يقل 5 مل من محلول 
التثبيت. قم بهذه الخطوة بحذر شديد. بحيث لا تنقل العضو بإبرة تشريحء ولا 
تضغط عليه بملقط حاد. كي لا تشوه بنية النسيج. 
ملاحظة: 

٠‏ إذا كان نسيجك ذات نشاط أيضي كبير ويحتوي على منسوب مرتفع من 
الإنزيمات. أو إذا كان النسيج عضواً تناسلياء فإن مشل هذه الأنسجة تتعرض 
لتهتك سريع بعد إزالتها من جسم الحيوان المستخدم للعمل. لذاء يتوجب 
معالحة هذه الأنسجة بالسرعة القصوى للتخفيف من تأثير التحلل الذاتي. 

٠‏ إذا كان العضو المقرر أنبوبي الشكلء. فيفضل أن تكون المقاطع المحضرة فيه 
عرضية؛ ومن الأعضاء التي يستحسن الحصول على مقاطع عرضية منها. الاثني 
عشره المريء: القولون. الحالب. القصبة الحوائية» البربخ» قناة البيض. ويراعى 
أن تكون هذه الأعضاء خالية من أية شوائب. وخاصة إذا كانت تلك الأعضاء 
من الجهاز المضمي. ولتحقيق ذلك تغسل الأعضاء من الداخل بسائل ملحي 
(0.7/ كلوريد الصوديوم). 


1-5 
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« إذا كان العضو المقرر طرياً جداًء مثل الخصية. فضعه مباشرة بالمثبت». 
وبعد خمس دقائق يتقسى. وعندئذ يقطع إلى قطع بالحجم المطلوب. 
إذا كان العضو غنياً بالدم. مثل الكبد والطحال والقلب. اغسله جيداء 
بعد نقله إلى صحن بتريء. بمحلول فسيولوجي عدة مرات؛. ثم استبدل 
امحلول الفسيولوجي بالمثبت. ثم اقطعه إلى قطع مناسبة الحجم. 
٠‏ إذا كان حجم العضو كبيراً (أكثر من 777 ملم). راعي أن تكون قطعه 
المختلفة محتوية على محيط العضو وجزءاً من داخله. 
إذا طلب منك تثبيت النسيج المقرر لك بأكثر من مثبتء تأكد من كتابة البيانات 
اللازمة على ورق وسم وتثبيتها على الأوعية الزجاجية التى ستعالج فيها 
الأنسجة. إن هذا الأمر هام عد لمنع حدوث أي خلط للأنسجة. 
اكتب البيانات بقلم رصاص أو بحبر صيني. لا تستعمل احبر الجاف أو السائل. 
6. اختر 5-4 قطع من كل عضوء وعالجها بنفس الوعاء. حتى تبلغ مرحلة 
التشريب. 
ملاحظة: 
٠‏ لا تخلط عينات من أنسجة مختلفة في نفس الوعاء. 
© راعي أن تكون جميع الأوعية المستعملة نظيفة جدأء وأن تكون المحاليل معروفة 
من حيث التركيب وتاريخ التحضير. 


5. معالجة النسيج حتى التقطيع 
بعد الحصول على النسيج المقررء وأخذ الملاحظات الواردة سابقاً بعين الاعتبار. 
اتبع الخطوات التالية: 

1. ثبت 5-4 قطع من النسيج المقرر في وسط تثبيت مناسبء وقد يكون ذلك محلول 
فورمالين أو مثبت بوان. وكما ذكرنا في الفصل الأول فإن وقت التثبيت يعتمد على 
نوع وحجم النسيج ونوع المثبت. وبشكل عام, ولمعظم الأنسجة باستثناء القاسية 
منها كالجلد. وشبه الصلبة أو الصلبة كالغضروف والعظم. فإن وقت التثبيت في 
الفورمالين يتراوح بين 6 و 12 ساعة. ويمكن ترك الأنسجة فيه لمدة طويلة (عدة 
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أشهر) دون أي تأثير سلبي على النسيج. أما إذا استعمل مثبت بوان» فتترواح فترة 
التثبيت بين 8 و 24 ساعة؛ ويمكن ترك الأنسجة فيه لعدة أسابيع. 

2 اغسل الأنسجة المثبتة في الفورمالين بالماء ثلاث مرات. مدة كل منها 2/1- 
1ساعة. ويكون ذلك باخراج المثبت من القنينة التى تم التثبيت فيهاء واحلال 
الماء محله. أما الأنسجة اللمثبتة بمحلول بوان» فتغسل 5-3 مرات بكحول تركيزه 
09 حتى يزول اللون الأصفر من الأنسجة. 

3. أزل الماء من الأنسجة المثبتة بفورمالين» باحلال تدرج كحولي صاعد 
(35/. 50/. 70/, 95/. 100/. 100/) محل الماء. تكون فترة بقاء 
الأنسجة في كل محلول 2-1 ساعة. وللتاكد من إزالة الماء بشكل جيدء 
استعمل تغييرين من كحول 10 مدة كل منهما ساعة واحدة. 
ملاحظة: 

٠‏ لاتترك الأنسجة في كحول 95/ أو 100/ لأكثر من ساعين. وإلا فإن 
الأنسجة تتقسى. وفي الحالات الإضطرارية يمكن ترك الأنسجة في كحول 
تركيزه 70/ لساعات طويلة: بل أيام. 

٠‏ أزل الماء من الأنسجة التي تثبت بمحلول بوان, والتى غسلت بكحول 
تركيزه 70/. بحيث تنقل الآن إلى كحول 95/. ثم إلى كحول مطلق مرتين. 
كما أشرنا سابقا. وتراعى نفس الفترات الزمنية المشار إليها آنفاً. 

4. روّق الأنسجة بخليط من الكحول المطلق ووسط الترويق (بنسبة 1:1) ولمدة 
2-1 ساعة؛ ثم اترك الأنسجة في وسط ترويق مطلق لمدة 3-2 ساعات. 
يكون وسط الترويق إما زايلين أوزيت خشب الأرزء وإذا استعمل الأخير. 
فيمكن ترك الأنسجة فيه لعدة ساعات. بل ولعدة أيام دون أي تقسية 
للأنسجة. حاذر من ترك الأنسجة في الزايلين لأكثر من الوقت المقترح» لأن 
ذلك يؤدي إلى تقسيتها. 

5. شرب الأنسجة بخليط من وسط الترويق (زايلين) ووسط التشريب المنصهر 
(الشمع) بنسبة 1:1 واترك الأنسجة في هذا الخليط على صفيحة دافئة أو 
داخل فرن عند درجة حرارة 050-45م لمدة 1-1-2 ساعة. 
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الجزء الثانى 


.6 


انقل الأنسجة إلى وسط تشريب طازج داخل صحن سيراكوز (أو كاس 
صغيرة). واترك التحضير داخل فرن شمع عند حرارة 5550م لمدة 
ساعتين. 


. استبدل الشمع السابق بشمع جديد مرشح. واترك الأنسجة فيه لمدة ساعتين عند 


حرارة 055-50 م. 

ملاحظة: 

« كما في كل خطوة سابقة. فإن الفترة الزمنية اللازمة للتشريب. تعتمد 
على حجم ونوع النسيج. فكلما كان حجم النسيج كبيرء وكلما كان 
النسيج قاسياء كلما كانت الحاجة لفترة تشريب أطول. فالجلد مثلاء 
يحتاج لفترة تشريب قد تصل إلى 24-18 ساعة. والقصبة الهوائية تحتاج 
إلى فترة تتراوح 12-8 ساعة. أما معظم الأعضاء فتحتاج إلى فترة 
تشريب تتراوح بين 5-4 ساعات. 

حاذر من ترك النسيج في فرن صهر الشمع لفترة أطول من اللازم. لأن 
ذلك يؤدي إلى تقسية النسيجء وإلى تفتت محتوياته. 

حضّر قوالب ورقية لإجراء الطمر. أو استعمل قوالب جاهزة وا مسح الأسطح 

الداخلية لهذه القوالب بالجليسرين واسكب بداخلها شمعاً دافثاً. حاذر صب 

الشمع على دفعتين. أطمر الأنسجة وذلك بنقلها إلى قوالب ورقية (أو إلى أي 

قالب آخرء. كما أشرنا إلى ذلك سابقا). 

« برّه أسفل القالب الشمعي في صحن بتري يحتوي ماءا بارداًء ويمكن أن 
يحتوي الصحن مكعبات ثلج. أبق على سطح الشمع دافتأء وإذا ما حدث 
أي تجمد للشمع فيمكنك صهره بتحريكه بملقط دافى. 

« انقل الأنسجة بأداة دافثة» مثل ملقط غير حاد. حاذر الضغط على النسيج 
إذ يكون في هذه المرحلة هشأً جداً. 


9 ضع النسيج عند إحدى طرفي القالب». ووجهه بالاتجاه الصحيح حتى تحصل 
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الفصل العشرون: تحضير مقاطع من انسجة حيوانية 
المريء والائنى عشر. إذا كان قالب الشمع يتسع لأكثر من قطعتين من النسيج. 
فيمكن وضع قطعة واحدة عند كل طرف من القالب. 

0 برد سطح الشمع بالنفخ عليه بلطف. ضع إشارة على قالب الطمر لتبين موقع 
النسيج. 

« عند تكوّن ما يشبه الزِبَدْ على السطح. أغمر القالب بلطف في الماء البارد. 

ثم برّد القالب تحت ماء جار وبارد (او بداخل ثلاجة). 

1.أخرج قالب الشمع. من حاملة؛ وقلّم هذا القالب بإزالة الشمع الزائد من 
حول النسيج. راعي أن يبقى قدر كاف من الشمع حول النسيج؛ وخاصة عند 
الجهة التي ستئبت على القالب الخشبي أو المعدني. 
ملاحظة: 

٠‏ ضع كمية قليلة من الشمع على سطح حامل قالب الشمع» وأصهر هذه الكمية 
وقاعدة قالب الشمع بأداة دافئة؛ حتى يصار إلى تثبيت قالب الشمع على الحامل. 
اضغط على قالب الشمع حتى يزيد التماسك بينه وبين الحامل. 

٠‏ قلّم الشمع الزائد بشكل نهائي. وراغي أن يكون النسيج محاطأً بما لا يقل 
عن 2.0 ملم من الشمع من كل الجهات. كذلك. تأكد بأن يكون السطحين 
العلوي والسفلي للقالب الشمعي ومتوازين. 

2.ئبت حامل قالب الشمع داخل جهاز التقطيع؛ واضبط سمك المقاطع مجوالي 
0 ميكرومترا. تأكد بأن السكين مثبت. وبأن جهاز التقطيع يعمل بشكل جيد 
وبأنه مهيأ للتقطيع في بداية الدورة. ارجع لفني المختير إذا واجهت صعوبة في 
معرفة هذه البداية. 

3.احصل على المقاطع. وضعها على ورق نظيف داخل علبة ورقية مناسبة. 
أبعادها 2<10<15سم. إذا لم تسمح الظروف باستمرار العمل. فيمكنك ترك 
المقاطع في هذه العلبة لعدة أيام أو أسابيع. 

4 . حمل المقاطع على شرائح نظيفة ونمسوحة بوسط لصى مناسب. اترك حيزا 
مناسباً لورقة الوسم. عند الطرف الأيسر للشريحة راعي أن تكون المقاطع في 
وسط الشريحة. بإمكانك العودة للفصل السادس لمراجعة كيفية إجراء ذلك. 
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الجزء الثاني 
راعي أن تكون المقاطع منفردة بشكل جيد وخالية من أية انثشاءات. ارجع 
للفصل الرابع بشأن ذلك. بإمكانك وضع أكثر من مقطع على الشريحة 
الواحدة. 
5 جف الشرائح بوضعها على صفيحة دافئة عند حرارة 40”سء لمدة ساعة؛ قبل 
بدء عملية الصبغ. إذا لم تكن مستعداً لعملية الصبغ؛ فيمكنك تخزين الشرائح في 
علبة مناسبة بعيدا عن الغبار؛ وتكون فترة التخزين غير محددة. 
6. صبغ المقاطع 
كما ذكرنا في بداية هذا الفصلء فإن المقاطع المحضرة من الأنسجة ستصبغ 
بمحلولي هيماتوكسلين لصبغ النواة بلون أزرق» وإيوسين لصبغ السيتوبلازم بلون 
برتقالي إلى وري. 
ولتحقيق هذا ال هدف اتبع الخطوات التالية» وانظر للشكل 1. 
1. ضع الشرائح المحملة بالمقاطع بالزايلين الأول والثاني, لفترة دقيقتين لكل منهماء 
وذلك لإزالة الشمع. 
2 مرر الشرائح بكحول مطلقء واتركها لمدة دقيقتين» ثم انقل المقاطع إلى كحول 
5 ثم كهول 70/. لمدة دقيقتين لكل منهما. 
ملاحظة: 
© إذا ثبتت الأنسجة بمثبت بوانء فإنه يتوجب إزالة اللون الأصفر من المقاطع 
وذلك بتمريرها بمحلول كحول إيثيلي 70/ مضافاً إليه بضع قطرات من 
محلول كربونات الليثيوم المشبع. 
3. انقل الشرائح إلى كحول 50/. ثم إلى كحول 30/: ثم إلى ماء صنبور لمدة 
دقيقتين لكل مرحلة. 
4. أصبغ الشرائح ب هيماتوكسلين ماير لمدة 15-10 دقيقة» وبعد ذلك أشطف الشرائح 
بماء صنوبر جار لمدة دقيقتين. في هذه المرحلة تصبغ النوى بلون أزرق. 
5. مرر الشرائح بالتدرج الكحولي التالي 30/» 2/50 2/70 95/ بحيث تبقى لمدة 
دقيقتين في كل تركيز. 
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شكل 1: تسلسل خطوات الصبغ بطريقة هيماتوكسلين-إيوسين 
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6 أنقل الشرائح إلى جرة صبغ تحتوي إيوسين كحوليء, واتركها لفترة تتراوح بين 
5 ثأنية ودقيقة. 
7 أنقل الشرائح إلى كحول 1/05 لإزالة الإيوسين الزائد» ثم إلى كحول 05/ مرة 
أخرى. لمدة دقيقتين في كل تغيير. 
8 بعد ذلك مرر الشرائح في جرتي كحول مطلق لمدة دقيقتين في كل جرة. 
9 روق الشرائح بنقلها إلى جرتي زايلين بحيث تبقى لمدة 5 دقائق في كل جرة. 


0 بعد إزالة الزايلين الزائد بورقة ترشيح. غط الشرائح ببلسم كندا وبالغطاء 
المتاسسن. 
1!. جفف الشرائح على منضدة تسخين عند حرارة 450-35" سء ثم نظفها 


وأوسمهاء وادرسها تحت المجهر الضوئي. 
ملاحظة هامة: 

1. يقترح استعمال الأعضاء التالية: 1. اللسان» 2. المريء» 3. المعدة. 4. الاثني 
عشرء 5. اللفائفى. 6. القولون. 7. الكبد. 8. البكرياس. 9. الكلية؛ 10. 
الحالب» 1 . المثانة البولية» 12. الخصية» 13. البربخ» 14. المبيضء 15. قناة 
المبييض. 16. الرحمء 17. القصبة الحوائية» 18.الرئة» 19. الغدة الكظرية؛ 20. 
الغدة الدرقية» 21. الغدة النكفية» 22. الأبهر. 23. الوريد الأجوف العلوي. 
4. صيوان الأذن الخارجية؛ 25. الجلد. 26. الشفة. 27. نسيج دهني, 28. 
نسيج عضلي هيكلي. 29. نسيج عضلي أملس. 30. نسيج عضلي قلبي. 31. 
عصب. 32. الحبل الشوكي. 

2 أنظر الأشكال 25-2 لتعرف المكونات النسيجية للأعضاء المقررة لك. 

3. ارجع إلى كتاب «علم الأنسجة" لمعرفة المزيد من المعلومات عن هذه الأعضاء 
أو غيرها. 
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الشكل 3 
مقطع عرضي في جزء ممن جدار المريء (1995 .مون" ذه) 
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مقطع عرضي في جزء من جدار قاع المعدة (1995 .,8:0 ذه) 
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مقطع عرضي في جزء من جدارالإثنا عشر (1995 »,مات ذه) 
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قطع عرضي في جزء من جدار القولون (1995 .»م51 01) 
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الشكل 7 
مقطع عرضي في جزء من جدار الكبد (1995 .»رمز ذه) 
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الشكل 8 
مقطع عرضي في جزء من جدار البنكرياس (1995 .06ة5 ذه) 
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مقطع عرضي في جزء من جدار الكلية (995! .مذ" ذم) 
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ب مقطع عرضي مكبر لجزء من جدار الحالب (1995 ,عهمز؟ 04) 
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الشكل 11 
ب مقطع عرضي مكبر لأنبوب منوي (1995 ,515,6 ذ) 
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الفصل العشرون: تنحضير مقاطع من آنسجة حيوانية 
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الشكل 12 
ب مقطم عر ضي في الحوصلة المنوية (1995 ,عءهة" نص) 
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نف لأاعنطان 
منملمط 
دع نااما 


حللتوطامدين حا أهنت؟) 7 
انا يما 3 سس م 00 

/ ل : 7 َِ دن ع1 

8 أابثناام1 


مام 
علنااما 


عات لاحم 
ال 
[أأن]) منصامة 


طاان لطاائث 
ااانالث ةا لمسسسد 
ناكا لمن () 
أكعمام 
لاما 


انام و11 





الشكل 13 
مقطع طولي في المبيض (95و! ,»مم5 :2) 
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احومالنازعمم.1 
كرعطا) عاسيامم عفانت6 


عاعسناتم 
أفع م0 امع عط 
تناع دعم 
انتغتتمعاما 
00 
عنخيى) 


أن لامع ٠.‏ 
سابالسس سيسيسشسشسسشييتة 


ك0 نال > حعانن/1 
لمستاأعطازمع اللسسسااا 
مسح ممم 


©أمقمعمم 





الشكل 14 
مقطع عرضي في جدار قناة المبيض 
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الجزء الثاني 


مبعيج. . 
عطي اي 0# لل طم 
لالاناقت كاد مد سس 8 


امعطم 5 


للج كينا 
“مص ساحن لعاسرات 
انين لوباتلعطال»]ك 
حااعن اعواطمع 


ملم اورت 1 
عدن ال طاند 


ناد 1 مدو جا 
تنلا 


ددمتت 


طاته مودوروطن؟ 0 ١‏ 1 
خلمداع امعطعم 74 : 0 
: ا أأدعحات 


حنحنين ا 
أأمعوان 





الشكل 15 
مقطع عرضي في جدار القصبة الوائية (1995 ,»0ذ؟ ذه) 
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لم الفصل العشرون: تحضير مقاواع من أنسجة حيوانية 


داننعطم] 


عقامء دام ير 6 5-5 : + 3 : ىن 1 لإرمانت اموع ا 
(...ا) جعسل ا ع ا ا _ >> وزو زوروورم 


ا الام ولزء1 
عالسنىم 
املو" 
عاو طاعصتصط 


لاكدمنورابط ___ 
فيك 


ععدانددت© يي 


مم5 : أ لي سبكم . 0 0 0 6 
عع كناكم 5 اه 2 2 0 ١‏ 
8 ا كه يا اجر 4 للقت عاماتطعصمم8 


501 سل م 
نالا صعط 





الشكل 16 


مقطع عرضي في جزء من جدار الرئة (1995 ,»م5 1ه) 
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الجرء الثاني 


0 
ا 0 


مزاج 


احلانت ا للانة) 
االحدزا 


لظام ا +اءه 
ذا) اننا 
عن كننااا ‏ ” 


الشكل 17 
مقطع عرضي في الخدة الدرقية (995 ,أهمز؟ ب0) 


1929 - 





ال ضاولك 
حو لاسث 


حناءناات] 
لانت لأخاانا 
يسلاتى 








الفصل العشرون: تحضير مقاطع من أتسجة حيوانية 


لمعه #لاخارا علناغ ووم 


مممع ع( مز دااع 
مكوانصعصواع 


مق دنا ا 0ت ل 1 0 8 0 56 ا “ك8 رم 
مأواناءاعم 3 يد ا 2 ررم : نأهان اكه 


200 

: ولقادناع 
0180410 اكللرم 
كمصسامى اع 
66 ع مر 
وأمداناءناع 


لع امعمعنم 
ع8 مأ كلاءء 
ومماء نالع قممع 


ااعدوء؟؛ لسوا8 . : : ِ : 
أ( رك 122 3 ب 5 
ساأنلعغم عا , 92 9 ا . دا االع11 


عأاعط امور 
ممااجاتوع : 
كااء» 


عجان إن عااع© 
ةاأناله 





الشكل 18 
مقطع عرضي في الغدة الكظرية (595! ,»مام 54) 
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الجرء الثاني 


عتابطماءماما 200 
عع وم 3 
لل 


)اماف اا 
يمامامز حتعسل 
عم ععمسا ذ 


أن كأن حون 


الشكل 19 
مقطع عرضي في الغدة النكفية (1995 ,55ذ5 ذه) 
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المع كله م8 


حلانن محصم دلي 


التاسطم ءارا 
لين 


؟الأتطواعع اما 
حاعلل لن اماد 
116 


حاعنل لناناناظ 
لحلا 





الفصل العشرون: تحضير مقاطع من أنسجة حيواتية 





عأملمعمم 


حال جع كمولخ 


لح ن) عاأنوبثما 
س٠‏ انحن /1 


لستاعط المع 
لاك كا اننوك 


2-1 
طاصا واءم/ا تاعارم 


انك لاط 


اشمعغاما 
عتاحداء 
عمططعلم 


١ 
. 35 ١ ع‎ 3 7 
جعمناائمدة)» نتم ا‎ 
2 ل عر‎ 
0 


٠‏ ميم 


2 . َ 34 20 3 مه (ح يها مغلا 


انه عونمم 
بع اأاأك ن 


لعا نالهك 
من 


عن عملا 


5 3 
طسبي جح ب ب-تهةتهم 5 5 
١ 1‏ ت . م عانا 1 


٠. 


عناكذا) عدومالم 


. : جعط) عاونالا 

سن ديوع 1 ش : : : عطا ات 50 1) 
1 5 3 2 2 :1 9 نعطلل 
عأاحتك أجصعارا ” 5 2 227 : لانن ومن ) 


عمط معنا . 5 3 1 . عط اه عساحكنا 
ل عاسوكثة - َم سو 3 04.422 ناث كلد 
تلعدم عط أت : 3 : 


ود أاعطسولمع 


انكل ححا 


2 


انموجن نا 





الشكل 20 
ب مقطع عر ضي في جدار وريد كبير (1995 ,515:6 ذ) 
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الجزء الثاني 


ا 
فاصنط 


فدات انان ا او 
اناري ل / 


ا 


لللعنل] 


حلا نط5 
سناع 


حماءزالما سخلا 
خا لله حلا 
حلماناع حند نكم 


ان ترد امم 


مداع انوك 





الشكل 21 
مقطع طولي في شفة (95و! .»جمذم 04) 
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حتمءعلامع 


أسىء وطء5 باللتكسايا! 


لامر 3 


د أن )عنام 
لداع ادعه يتشا 
1) 


5 
لاعيوىن) عأدلا لسسع غبةظ# ث#: سيب 


الام 13121 سم 
لامع 


مد داأنلء لا 
انحط أن امامو 


7 


1 


/ 


الشكل 22 
مقطم في الجلد (5وو: ,ععمز؟ :0) 


197!ع 


#ألمععنا 


حمكء لات عنناا 
(1) 


اتن جلك أن عان2)1] 
حلمواع 


عطانبط عنمل 


أن عواااموط 
حعاعتاات] تفط 


زملاتنتنه 
أأه خووااع» 
.لداع أقعيد 


اناعاعا5 
عاعديامم 





انمد 


تمصن 
ل 


عامعامة 
ون انالكت0 


اماك 
ل يك 


مان انان نط1 


عنام نمطم وت 4 4 


لطيلدنا 


لانن مطل 

ا تفلن 
: العامة 
12-6[ حلردث 


نانك طلم 1" 
(.1.5) 


فااكث) 
(...!) حع لثمن 


300 
3 





الشكل 23 
مقطع في الطحال (1995 ,«وز" زم) 
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الفصل العشرون: تحضير مقاطع من أنسجة حيوانية 


لتلا 
مالاحكزا 


ماخمة) 


النتاموسد.] 
ناكا 


لكف 
بصها اسع 5995 


للذائللك 


انأانل1؟ 


عداان لعل 
حلعنث 


ان انان عط 


الثامم" ) 
اننا 


انمتطضت1) 
لهال كف 
انتلحر 

ل ةاناعم عطي ) 
ذناماك 





الشكل 24 


مقطع في عقدة لمفاوية (1995 ,»مذ ذه) 
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الجزء الثاني 





ج د 
ب« خيذة 
-- 
نافد متسل يها 
امنامعد من حكلنه 


انعنم وممعاسوم 
لملا 


لتنا 
5 
0 


رابالا 
زه 


امت لفاقة)) 


8 05 َّ 
أن الملل 000 م 


ا 
0 


لل نا 


لاسسطنسم 


ععانركه حزرواد] 
اوم أعامء 1 


امام عماءعاملم 
نانثا لمد رععامه 





الشكل 25 
مقطم عرضي في الحبل الشوكي (995 ,عبمز؟ ذ8) 
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الفصل الحادي والعشرون: تحضير مقاطع من أنسجة نباتية 


الفصل الحادي و العشرون 
تحضير مقاطع من أنسجة نباتية 

بعد أن تعرضنا إلى متطلبات وخطوات تحضير مقاطع من أنسجة حيوانية؛ نجد 
مناسباً الآن استعراض متطلبات وخطوات تحضير مقاطع من أنسجة نباتية. وقبل أن 
نخوض في غمار هذا الموضوع فإننا نورد الملاحظة التي بنيت على خبرة طويلة في هذا 
المجال. وهي أن الطلبة الذين يرغبون التخصص في التحاليل الطبية لا يشعرون بحماس 
تجاه تحضير مقاطع نباتية ذلك أن عملهم مستقبلاً سيكون معنياً بانسجة الإنسان. 
وعلى الرغم من أن هذا الشعور مبرّر جزئياً. إلا أن التعامل مع الأنسجة النباتية له 
إيجابيات من أهمها تعزيز خخبرة التعامل مع الأنسجة القاسية (ومن أبرز أمثلتها 
الأنسجة النباتية) لأنه من حيث الجوهر. تشكل هذه الخبرة تكراراً لخطوات تحضير 
المقاطع من الأنسجة الحيوانية باستثناء الوقت المقرر لكل خطوة:. إذ يكون أطول في 
حال الأنسجة النباتية بسبب قساوتها نتيجة وجود الجدر الخلوية. وبالنسبة لطلبة 
العلوم الحياتية والزراعية: فإن هذا الموضوع يعتبر أساسياً جداً في مجالات التعليم 
والتعلم والبحث في مختبرات مختلفة. 

تطبق هذه التحضيرات على جميع أنواع الأعضاء النباتية» كالجذر والساق 
والورقة» ويفضل استعمال الأعضاء الطرية أو حديثة النمو. وفي الحالات التى 
يكون فيها الوقت اللازم للتحضير ضيقاًء فإننا ننصح باستعمال أعضاء نباتية من 
بادرات نباتية» لأنها تمتاز بطراوتهاء وفي هذا توفير للوقت. وخاصة أثناء عملية 
التشريب. ومن أفضل العينات النباتية المستعملة بشكل تقليدي لتحضير مقاطع 
منها القمم النامية لجذور البصل. فهذه الأنسجة طرية» وبتحضير مقاطع طولية 
منها يمكننا مشاهدة مراحل الانقسام المتساوي في الخلايا النباتية دون عناء يذكر. 
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الجرء الثاني 


1. المحاليل والوسائط اللازمة 


.1 


محلول التثبيت: فورمالين - حمض خليك- كحول لنعثى عناععة ستاهقددهط 
هن .! [مطمعا4. 


2. محلول صبغة صفرانين 10أمة531:. 

3. محلول صبغة الأخضر السريع م0166 ]795: . 
4. محلول التمييز: 1011161606121128.. 

5 
6 
7 
8 


تدرج كحولي إيثيلي: 0 50ل 70ل 95/ 100/. 


. وسط ترويق: زايلين. 
1 وسط تشريب وطمر. 
. وسط لصق و وسط تغطية. 


2. الأدوات والزجاجيات والأجهزة 


3. الطريقة 
[1. ثبت أجزاء النبات اللازمة (جذرء ساق. ورقة) بمثلبت همد" لمدة 24-12 


ساعة؛ وكما هي الحال في الأنسجة الحيوانية» فإنه يفضل أن لا تزيد أبعاد 
قطعة النسيج عن 555 ملم. 

اغسل الأنسجة مرتين بكحول إيثيلي 50/. بحيث تكون مدة كل غسلة 12-8 
ساعة. 

أزل الماء من الأنسجة وذلك بتمريرها بتدرج كحولي صاعد (70/. 2/95 
0©؛» مرتين لكل تركيز. مدة كل منها 4-2 ساعات. 

روّق الأنسجة وذلك بنقلها إلى تغييرين من الزايلين» مدة كل منهما حوالي ساعتين. 


. ابدأ عملية التشريب بوضع الأنسجة بصحن سيراكوز يحتوي على مزيج من 


الزايلين والشمع بنسبة 1:1 لفترة 6ساعات. بعد ذلك أبدل هذا المزيج بشمع 
برافين ثلاث مرات. بحيث تكون فترة كل مرة 30-20 ساعة. 
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.4 


الفصل الحادي والعشرون: تحضير مقاطع من أنسجة نباتية 

6. أطمر الأنسجة بشمع برافين طازج بقوالب ورقية» ثم قلّم قالب الشمع. وثبته 
على حامل مناسب. واقطع مقاطع بسمك 10 ميكرومترات. ثم حمل المقاطع 
على شرائح ممسوحة ببياض البيض والجليسرين؛ ومضافا إليها قطرات من 
ماء دافئ حتى تنفرد المقاطع. بعد ذلك جفف المقاطع على صفيحة دافئة. 
ملاحظة: 

٠‏ يفضل أن تكون مقاطع الجذر والساق والورقة عرضية؛ لدراسة التركيب 
النسيجي هذه الأعضاءء وبالإمكان تحضير مقاطع طولية من قمة جذر نامية 
لدراسة مراحل الانقسام الحلوي. 

7 ضع الشرائح بالزايلين لإزالة الشمعء ثم مرر الشرائح بتدرج كحول هابط 
(100/. 90,/: 70/. 50/) بحيث تمكث الشرائح فترة 10-5 دقائق بكل محلول. 

8. أنقل الشرائح إلى صبغة الصفرانين» واتركها لمدة 12-8 ساعة. 

9 أشطف الشرائح ماء مقطر عدة مرات لإزالة الصفرانين الزائد. ثم انقلها إلى 
كحول إيثيلي 70/ مضافا إليه قطرتين من 1101 مركز لإزالة الصبغة غير 
المخصصة. افعل ذلك مرتين. 

0. انقل الشرائح إلى كحول 95/ واتركها فيه لمدة 15 ثانية» ثم انقلها إلى كحول 
مطلق مرتين. لفترة 15 ثانية في كل مرة. 

1.|صبغ الشرائح بنقلها لجرة صبغ تحتوي أخضر سريعء واتركها لمدة دقيقة إلى 
أربع دقائق. 

2 انقل الشرائح بعد ذلك إلى تغييرين من محلول التمييز لفترة 10 دقائق في كل 
منهما. 

3. مرر الشرائح بثلاثة تغييرات من زايلين. بحيث تبقى 10 دقائق في كل تغيير. 

4. غط الشرائح ببلسم كندا وغطاء مناسب, وجففها على منضدة تسخين؛ ثم 
نظفها وادرسها بالمجهر الضوئي. 

النتيجة: 


أنظر إلى الأشكال 6-1 لمعرفة مكونات العضو النباتي المقرر لك. 
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الجزء الثاني 

كذلك ننصح بالرجوع إلى كتاب يعالج «تشريح النبات» لمعرفة المزيد من 
المعلومات عن الأعضاء النباتية المقررة لك. 
ملاحظات: 

1. يجب استعمال شفرات حادة للحصول على أجزاء من الأعضاء النباتية دون 
تمزق لأطرافها. 

2 يجب تحديد نوع المقطع المطلوب. لأن ذلك هام في تحديد توجيه العينة أثناء 
عملية الطمر. وبشكل عام؛ تفضّل المقاطع العرضية. باسئئناء القمم النامية 
لجذور البصل حيث يطلب عادة تحضير مقاطع طولية لإظهار مراحل 
الإنقسام المتساوي. 

3. يجب أن تكون الأنسجة عند قاع أي وعاء وخاصة مع نهاية عمليات التثبييت 
والغسل وإزالة الماء والترويق والتشريب. وبعكس ذلك. فإن ظهور الأنسجة 
طافية في امحاليل والوسائط المستعملة خلال الخطوات المذكورة يعني أن تلك 
الخطوات م تتم بشكل صحيح . 

4. كي تقوم تحضيراتك: ارجع للأشكال المبينة تاليا والتي تظهر التركيب الجهري 
للأعضاء النباتية. 





شكل 1: صورة لمقطع عرضي في ورقة نبتة ذات فلقة واحدة 
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ره 


ة لمقطع عرضي في جذر 


ذات فلقة واحد 


3 
3 
ِ 
0 
5 
5 





شكل 2: صورة 


ة لمقطع عرضي في ورقة : 


تة ذات 





الفصل الحادي والعشرون: تحضير مقاطع من أنسجة نبا 


نية 


الجزء الثاني 


«رن/نررمء 
8 


”> جزمي <- -. <] 


: “0ع /رده 261 
// 2106101 





شكل (4) ورة لمقطع عرضي في جذر نبنة ذات فلقتين 
أ. مقطع كلي. ب.الجزء الأوسط مكبراً. 





شكل 5: صورة لمقطع طولي في قمة جذر نامية 
م ع نسيج هر ستيهي؛ 5 | - أدمة أولية؛ مع مرستيم أولي؛ .]ع كامبيوم أولي؛ 
.م8 - أوعية خشبية؛ .2.:- غطاء الجذر 
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الفصل الحادي والعشرون: تحضير مقاطع من أنسجة نباتية 
معوموامع مونزعوم 
سواعة 


بعد و 


رج 2/8 
0 


مرجع موالوء - 


دواع 


وجررةع0 56/62 - - -- 
1/0/5 





شكل 6: صورتان لمقطعين في ساق نبتة ذات فلقتين 
أ. مقطع كلّي؛ ب. جزء مكبر من محيط الساق. 
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الجزء الثاني 


- 6 
> 2 /داع 5 10 
وع/و مره 


بي 70//ز/6 0ع /عاعو 





شكل 7: صورتان لمقطعين عرضيين في ساقي نبتتين من ذوات الفلقة الواحدة 
أ. في الذرة. ب. في القمح. 
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الفصل الثاني والعشرون 
. عد مقاطع مو ١‏ له 
يعتبر تحضير مقاطع متسلسلة من عينة بيولوجية امرأ مطلوباً لاستكمال دراسة 
نفس العينة بعد دراستها كنموذج كامل. إن تحضير النموذج الكامل يعطي فكرة عن 
مورفولوجية العينة» أما دراسة تكوينها الداخلي بشكل متدرج من الأمام الى الخلف. 
او من الظهر الى البطن: او من جنب لآخرء فإنه يتطلب الحصول على مقاطع 
متسلسلة من تلك العينة. وفي علم الأجنة» يعتبر توفير مقاطع متسلسلة لمرحلة جنينية 
المثال الذي سناخذه هنا هو تحضير مقاطع عرضية متسلسلة من جنين 
دجاج. عمره 36-33 ساعة (شكل 1). وبالنسبة للحصول على البيضء وكيفية 
معاملته. وكذلك بالنسبة للأدوات والوسائط والأجهزة والزجاجيات اللازمة. 
فإنها نفس تلك التى تستعمل لتحضير نماذج كاملة وتحضر مقاطع من أنسجة 
محضر المقاطع الى محلولي صبغتين هما هيماتوكسلين وإيوسين اللذان يستعملان 
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شكل 1: رسم 


لنموذ 


نج كامل 


لجنين دجاج بعمر 36 ساعة 





زع الثاني 


1. لوازم التحضير 
2. الطريقة 


.1 
.2 
3 


قم بالخطوات | الى ط التى ذكرت لتحضير نماذج كاملة من جنين الدجاج. 
اغسل الجنين بكحول 70/ عدة مرات حتى يزول اللون الأصفر منه. 

استبدل الكحول 70/ بصبغة إيوسين حتى يأخذ الجنين الصبغة. وتعتبر هذه 
الخطوة هامة حتى يمكن تمييز الجنين عن الشمع المحيط به فيما بعد. 


. استبدل الإيوسين بكحول 95/: ثم بكحول مطلقء وزايلين» مرتين في كل 


وسطء بحيث تكون فترة كل تغيير 15-10 دقيقة. 


. ابدأ عملية التشريب وذلك بغمر الجنين في خليط من حجمين متساويين من 


الشمع المنصهر والزايلين لمدة 20 دقيقة. 


. استبدل خليط البرافين-الزايلين الشمع منصهر طازج ومرشح. افعل ذلك 


مرتين» فترة كل منهما 45-30 دقيقة. 


. اطمر الجنين بشمع طازج. مراعياً وضع الجنين بالنسبة لقالب الطمر بحيث 


تكتب على قالب الطمر الورقي اتجاه رأس الحنين. وتحديد وضع الجنين هام 
جداً لمعرفة التسلسل الصحيح للمقاطع. 


. ثبت قالب الشمع على حامل مناسب. مراعياً الأمور الأساسية في التحضير 


لعملية القطع. 


. اقطع الجنين الى مقاطع بسمك 15 ميكرومترأً. واحصل على شرائط من 


0. حمل المقاطع على شرائح نظيفة يكون تسلسلها معروفاً وذلك بترقيمها بقلم 


مللاحظات: 


ه يمكن تحميل المقاطع على شرائح نظيفة ومتسلسلة أولاً بأول. 
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الجزء الثاني 
٠‏ إذالم تسمح الظروف بتحميل المقاطع بعد قطعهاء فإنه يمكن تخزينها في 
علب خشبية او ورقية مناسبة في مكان مناسب وعند درجة حرارة لا 
تنجاوز 35 س. 1 
٠‏ إذاها خزنت شرائط المقاطع فإنه يجب مراعاة تسلسلها الصحيح ووضع 
أرقام مقابل كل منها واسهم تبين ذلك التسلسل. 

1. جفف الشرائح على صفيحة دافئة تزيد درجة حرارتها عن 35” س لعدة 
دقائق. 

2. حضر لعملية صبغ الشرائح وذلك بإزالة الشمع أولاً بتمرير الشرائح 
بالزايلين» ثم أزل الزايلين منها وذلك بتمريرها بتدرج كحولي هابط (100/ 
وحتى 30/). 

3. أصبغ الشرائح بهيماتوكسلين لمدة 5-2 دقائق» ثم اغسلها تحت ماء جار ثم 
مرر الشرائح بتدرج كحولي تصاعدي حتى كحول 70/: وبعد ذلك بصبغة 
إيوسين. تمامأ كما فعلت عند صبغ أنسجة حيوانية. 

4. إزل الماء من الأنسجة كلياً بتمرير الشرائح بكحول 95/ ثم بكحول مطلق. 
مرتين في كل تركيز ولمدة دقيقتين كل مره. 

5. روّق المقاطع؛ ثم غطها ببلسم كندا وغطاء زجاجي. 

6. جفف الشرائح على صفيحة دافئة» ثم نظفها واخزنها في مكان مناسب. 

3. النتيجة 

. ارجع للشكل 2 ولاحظ المقاطع المختلفة» واعرف مستوى القطع للحصول 
على تلك المقاطع. 

ب. اربط شكل ومكونات الجنين المستعمل لتحضير المقاطع المنسلسلة وهذه 
المقاطع. وذلك بالرجوع الى شكل 1 لنموذج كامل هذا الجنين. 
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الفصل الثاني والعشرون: تحضير مقاطع متسلسلة 





شكل 2: رسوم تبين نموذجاً كاملاً لجنين دجاج عمره 36-33 ساعة (1): ومقطعاً سهمياً وسطيباً 
(ب)»؛ ومقاطع مختارة عند مستوى الدماغ الأمامي (ج)» والمعي الأمامي (د): والقلب (ه»). والمعي 
الأوسط (و). ونهاية محور اجنين (ز). 
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ملحق (1) 


الأوزان الذرية وغطئء 7١‏ عتسرمغ4م 


فيما يلي جدول بالأوزان الذرية للعناصر الأكثر شيوعاً في المركبات التي 
م ل د 


ليئيوم 
مغنيسيوم 


زئبق 
ازوت (نيتروجين) 

أوزميوم 
اكسجين 
فوسفور 
بوتاسيوم 

ف 
صوديوم 
كبريت 
يورانيوم 
خارصين 





س لين 
اننا اءلتلة| 
تابالئياف ٠:‏ 
001121 
لرياناك © 
2110 
عممه لطن 
صن نسم عط 
201811 
]م600 
600124 
م 1 
عملل10 
11 
1680 
ناآ 
01 ظ21, 
حتخايك"أبنانا 
والتانا 
لبت لفيا 
)0 
عم 0 
210015 
لاو كة 201 
وناك 
52001 
الام آناة 
ك8 


211 
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ملحق (2) 
محائيل ذات استعمال عام 
1. كحول حامضي !416050 4003 (محلول تمييز) 


كحول إيثيلي (70//) 3100101 الإطاء 000 
حمض فيدر وكلوريك مركز (60026612152]60) 1101 000 


2. كحول قاعدي [0طامء1ة عدناة»!ا4 
كحول إيثيلي (70/) 3160501 الإطاء 00100000 
حمض فيدر وكلوريك مركز (6011661152160) 211112101113 00 
3. محلول تنظيف الزجاجيات 
أ. محلول مركز 
ثنائي كرومات البوتاسيوم 0115012316 50135511112 125206 
ماء مقطر 178/3161 015111160 00 
أذب ثنائي كرومات البوتاسيوم بالماء» وبعد أن يبرد أضف 
حمض الكبريتيك المركز (60026611152660) ,50 ج11 2111111 
ب. محلول غغفف 
ثنائي كرومات البوتاسيوم 2/ 01015012366 50135511112 0 
حمض الكبريتيك ,50 ,آآ 000 
4. محلول لوجول 501111101 501نا.آ 
محلول لوجول مركز 
بلورات يود 0150/51815© 100106 اذ[ ز ز ز 0 0 00 
يوديد بوتاسيوم 100106 20185511119 ت.ي .تت 52000000 
ماء مقطر 17/2661 015111160 الول لقو وا امه او لوم 1 
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00 مل 
0 مل 


0مل 
0 مل 


0 غم 
0 مل 


0 مل 


0غم 
0 مل 


5. محلول لوجول حسب صيغة وايجرت 7211201092 الاعم1ء'/77 


بلورات يود 5/51215ه 100126 000 


يوديد بوتاسيوم 100106 201355111111 0 123130177 


ماء مقطر 72/2161 015111160 مو نم لفطو علا لوالا عو الاو 4 
6. محلول لوجول حسب صيغة جرام 7215130102 0721312 
بلورات يود 61/512815 1001126 01 00 


يوديد بوتاسيوم 100106 201855111112 1011110110 


ماء مقطر 7/2461 015111160 10 ز 107101010010101 


الملاحق 


1.0 غم 


0غم 
0 مل 


0غم 
0 مل 


في جميع الحالات. أذب يوديد البوتاسيوم أولأ وبعدل ذلك يذوب اليود في 


المحلول بسرعة. 
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ملحق (3) 
تحضير محاليل أحادية العيارية 
1[ع* (171)- وزن مكافئ إ لتر محلول 


1١‏ ال | الرسزالكياوي | الحم الاخوذسها | حجر لالت 


هيدر وكسيد الول 56 مل 20244 مل 
الأمو م 


لاقن 56 مل 4 مل 
الفيدروكلوريك 


: 10آ1 
حامش اليك 1 
حامض الكونيك 9 


(#)ع- عياري 
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ملحق (4) 
إعادة صبغ شرائح بهتت صبفتها 
كثيراً ما يحدث أن تبهت ألوان من التحضيرات التى تختزن لمدة طويلة او إذا 


عرضت لضوء ساطع مراراً وتكراراً. ونستعمل الطريقة التالية لإزالة الأصباغ من مثل 
هذه التحضيرات هيدا لإعادة صبغتها من جديد. 
الطريقة 


.1 


إزل الغطاء الزجاجي بنقع الشرائح في الزايلين حتى ينزلق الغطاء عنهاء وأحذر أن 
تستعمل الضغط في إزاحة الغطاء. فإن هذا يؤدي الى تمزرق المقطع. قد تستغرق هذه 
الخطوة يوما او أكثر. 


. استمر في نقع الشريحة في الزايلين حتى تتخلص من وسط التغطية (بلسم كنداء مثلاً). 
. مر الشرائح في تدرج هابط من الكحول (100/-70/. 50/) ثم ضع الشرائح بالماء. 
. عالج الشرائح بمحلول تركيزه 0.5/ من برمنجنات البوتاسيوم (0.5 غم/ في 


100 مل ماء) لمدة 5 دقائق 


. إغسل في ماء جار لمدة 5 دقائق. 
. بيض بواسطة 0.5/ حمض الأوكساليك تركيز 0.5/ (0.5غم/ 100 مل ماء) 


حتى يصبح المقطع عديم اللون. وتستغرق هذه العملية حوالي 2-1 دقيقة. وإذا 
ظلت الصبغة القديمة عالقة بالمقطع فاعد الخطوات 4 و 5 و6 مرة ثانية. 


. إغسل جيداً في ماء جار لمدة 5 دقائق او أكثر. 
. أعد صبغ المقطع مستخدماً محاليل تخففة من الأصباغ المناسبة» او اجعل مدة الصبغ 


اقصر مما هو معتاد. وهذا الاحتياط واجب لأن برمنجنات البوتاسيوم وحمض 
الأوكساليك تجعل الأنسجة حساسة على نحو خاص لصبغات افيماتوكسيلين 
وانيلين النووية. 
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أصباغ حامضية 
بحب للحامض 

أشكال مصطنعة 
تحلل ذاتي 


مساعدات اللون 


اصباغ قاعدية 
محب للقاعدة 


بخ كاي 


شمع كربوتن 
ترويق 

وسائط ترويق 
زاوية الخلورآص 
مولد اللون 

حامل اللون 

تبلور الكريوستات 
كريوستات 


إزالة الماء 
مزيلات الماء 
تمييز 

صبغ مباشر 


صبعة 


طمن 


مسرد المصطلحات 


1011 
م 
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5 من 1لاع مر 
عااتطمملاعم 
ع 11م 
0015م 


5 001أط00 0 


15 2823510 
عتانطم8250 


8 علان8 


236017 26 
01 

عع ى عماعدة 01 
عاعدمة ععمدعدء01) 
ع 0100 

عم طم 01201250 
وف ا الوه 


0 0 


١لإطء‏ 10 
1015 
م 10111 
1 أع10116آ 


10 


نت1يدة| 


يقة التجميد 
جهاز التقطيع الجليدي 


الجيلاتين 


الكيمياء النسيجية 
تجليخ او سن 


غمر 

صبغ غير مباشر 

تشريب او تخلل 

حقن 

الصبغ الحيوي الداخلي 
زاوية القطع 

تحول لوني 

علم التحضير ال جهري 
جهاز التقطيع 

عملية التقطيع 


مرسح الصبغة 
تحميل (تغطية) 
وسيط التحميل 


أصباغ حيادية 


شمع البرافين 
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ك0 
دنا دا 
600 ممادععآ1 


11200 2118ع116 


0 


1115001121512 


11 


كت اننا 
08 أاأعت11ل12 
1111 

ع 10 


أها مو تاهآ 


عاعدة عأنن]1 


زنك ا تان 
عم 1/11 
حييف إن ايا 
11101 
كانتا 
انناف 


ل 7/1018 


5 أقتناناءل8 


لااأأوعوط 


نظير البلاستيك 
إرواء 

صبغ تقدمي 

صنبغ تراجعي 

جهاز التقطيع اهزاز 
جهاز التقطيع الدوار 


شريط من المقاطع 


إغلاق (قفل) 
مقاطع 

جهاز التقطيع المزلااجي 
جهاز التقطيع الإنزلاقي 
مسح او فرش 

هرس او دعك 

صخ 

صقل 

الصبغ الحيوي الخارجي 


9 
جهاز التقطيع الدقيق 
صبغ حيوي 


غسل 
ماذج كاملة 
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المصلطحات 


+135م 233 
زوناعء2 


18 ع اأووع2ع 2120 


8 © /أووع 11682 
]21610 عمأءاء ه10 
000 مهام ا 


2 


5608 
5260008 
5260005 

0 لط ععل»516 
1160 ع ملل 1ادك 
5216 
5001 
للرلاعك 

مم50 


51021311121 18 


] 111 


1111ل 


1/131 8 


17 8 


11/1016 05 


#مسسر د د المصطلحات 
21055217 


إزالة الماء 00 ل واء12 
الخطوة الثانية بعد تثبيت الأنسجة. ويقصد منها إزالة الماء وذلك لتهيئة النسيج 
للمعاملة في وسط عضوي مثل الشمع. وتتم هذه العملية بمحاليل مثل الكحول 


والأسيتون. 
أزرق تولويدين عنااظ عمع 10110 
صبغ يتميز بالقدرة على التحول اللوني للأنسجة المصبوغة به. 
أشكال مصطنئعة 0015م 
أشكال غير حقيقية تظهر في تحضير مجهري نتيجة سوء تثيبيت النسيج او 
أصباغ حامضية 15 0101م 


الأصباغ التى يحمل مساعد اللون فيها شحنة سالبة» وتوجد في شكل أملاح 
صوديوم او كالسيوم. وهي تصبغ مكونات الخلية القاعدية كالسيتوبلازم ومثال عليها 
متقطعلآ 2210. 


أصباغ قاعدية 5 عأوو8 


الأصباغ التى يحمل مساعد اللون فيها شحنة موجبة وتوجد في شكل كبريتات 
او كلوريدات وهي تصبغ مكونات الخلية الحامضية كالنواة ومثاها 101011512 ©9851. 
أصباغ متعادلة او حيادية 5 نالآ 

أصباغ تنتج عن تفاعل صبغ حامضي وآخر قاعدي. وهي تصبغ نواة الخلية 
وسيتوبلازمها وتعتبر صبغة رومانوفسكي 10010720017519 مثالا معروفاً لصبغ 
مسحة الدم. 
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المصلطحات 


أكسيد الأوزميوم (رابع) 1010 0515111011 
مثبت قليل الاستعمال في التحضيرات المجهرية الضوئية» وذلك بسبب 
ارتفاع سعره. إلا أنه شائع الاستعمال كمثبت تقليدي في التحضيرات المجهرية 
الإلكترونية وهو مثبت جيد للدهنيات. 
إغلاق (قفل) 50008 
وضع مادة عازلة حول الغطاء الزجاجي المغطي لمقطع مصبوغ على شريحة 
زجاجية. وذلك بهدف إطالة عمر التحضير وحمايته من المؤئرات الخارجية . 
اورسين راءء 01 
صبغة طبيعية تستخرج من أشن 11006113 وهي صبغة تقليدية للألياف المرنة في 
النسيج الضام. 
إيوسين 
صبغة سيتوبلازمية مصنعة تنتمي لصبغات الزائثين» وتستعمل إما كصبغة 


0أ05 ]1 


ب 
ب.اس. (طريقة ) 5-7 
يقة نسيجية كيماوية لإظهار الادة الخلالية في الغضروف والغشاء القاعدي 
ومولد الهلام» والجلايكوجين. 
بست كارمين (طريقة) 10 عل ضهن كناوء8 
يقة نسيجية كيماوية لإظهار الجلايكوجين في الخلايا. 
بكريك (حامض) لعل عتعاط 


مثبت شائع. يستعمل كأحد المكونات الأساسية لمثبت بوان 801012. ومن 
فوائده ثباته وقدرته على تحسين صبغة السيتوبلازم وصبغة الأنسجة اللمثبتتة باللون 
الأصفر. غير أنه يسبب إنكماش الأنسجة. 
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المصطلحات 


بلسم كندا 1532 031308 

وسط تقليدي لتغطية الشرائح بعد صبغها. 
بنزين 

وسط ترويق يتخلل الأنسجة وثمنه معقول. إلا أن سرعة اشتعاله وبخاره السام 
يحد من إستعماله في التحضيرات المجهرية. 
بوان (مثبت) 

من مثبتات حامض البكريك» يصبغ الأنسجة بلون أصفر ويحسن صبغ السيتوبلازم. 
تثبت الأنسجة فيه 24-12 ساعة ثم تغسل 3-2 مرات بمحلول 70/ كحول إيثلي. 


106 


2117 لأنا80 


تت 
تبلور ابو كل الك وف 
ظاهرة تنتج عن وجود جيوب هوائية في الشمع بعد عملية الطمر ما يؤدي الى 
مشاكل عند قطع الأنسجة. 
كقبيت لمن دا 


عملية وضع النسيج بمحلول يساعد على حفظ مكوناته بحالة مشابهة للوضع 
الطبيعي. وهي مفيدة لتهيئة النسيج للعمليات اللاحقة مثل إزالة الماء والصبغ والتقطيع. 


تجليخ (سن) 1ط 
يقة لشحذ حد السكين عندما تكثر فيه الأثلام 
التجميد (طريقة) 0 عسصارءء ]1 


يقة هامة جداً في التحضير المجهري عند الحاجة لتشخيص المشاكل الجراحية 
بسرعة إذا تختصر الوقت بتجميد النسيج فوراً. وتسمح هذه الطريقة بإظهار الإنزيمات 
والدهون في الأنسجة وذلك بالحيلولة دون تعريضها لدرجات حرارة عالية او 
للكحول. 
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المصلطحات 


التحضير المجهري (علم) 1ك ل انا 
علم يعالج موضوع تحضير شرائح زجاجية من أنسجة نباتية او حيوانية بههدف 

التعليم او البحث. 

تحلل ذاتي 01م 
تفكك مكونات نسيج ما بواسطة إنزيماته 

تحميل 1/100 
وضع المقاطع على شرائح زجاجية. 

التحميل (وسط) مسناتلع1 عسمكسصنه81 


مادة تضاف الى المقاطع بعد صبغها ليمكن فيما بعد تغطية المقاطع بغطاء 
زجاجي. وبمثل بلسم كندا أحد أكثر هذه الوسائط شيوعاً. 
تشريب اوتخلل 111 
خطوة تلي عملية الترويق يتم خلالها وضع النسيج المروق في وسط شمعي 
منصهر عند درجة حرارة 58-52' س ولمدة ساعة أو أكثر (حسب نوع النسيج). 
بحيث ينفذ الشمع المنصهر الى الخلايا والحيز بين الخلوي الأمر الذي يساعد على 
إعطاء الدعم للنسيج بعد انتهاء عملية طمره بالشمع. 
تقطيع 01 52 
عملية قطع النسيج المثبت والمطمور لمقاطع رقيقة يمكن إلصاقها على شرائح 
بحيث يتخللها الضوء وتفحص بالمجهر بعد صبغها. 
التقطيع (جهاز) 0111001 
جهاز يسمح بقطع النسيج المحضر حتى مرحلة الطمر الى مقاطع رقيقة. ومن 
أهم مكوناته نظام لدفع العينة الى الأمام. وحامل لسكين القطع؛ وحامل للعينة المراد 
قطعها. ويتوفر هذا الجهاز بعدة أنواع: الدوار. الجليدي والدقيق. 
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التقطيع 11110601 
عملية قطع الأنسجة المطمورة الى رقائق ذات سمك يسمح بدراستها بالجهر 
الضوئي ويكون ذلك بواسطة جهاز التقطيع 1112 
جهازالتقطيع الجليدي 11000 ومساوءءم1 
جهاز تقطيع يستعمل في مختبرات الأمراض النسيجية وفيه تقطع العينات بعد 
تجميدها دون الحاجة الى عملية تثبيت. وتكون قاعدة حمل العينة متصلة بإسطوانة ثاني 
اكسيد الكربون. 
جهازالتقطيع الدوار 11110010 ه10 
جهاز تقطيع شائع جا وسمي كذلك لوجود عجلة دوارة عند أحد جاني 
الجهاز تتحكم بتغذية جهاز تحريك العيئة باتجاه السكين. 
تفلم 1 
إزالة الشمع الزائد والمحيط بنسيج مطمور بحيث يوفر ذلك الوقت اللازم لقطع 
توضيح او ترويق 
خطوة في التحضير المجهري تلي خطوة إزالة الماء من الأنسجة يقصد منها تهيئة 
النسيج لعملية التشريب (التخلل). 


“ولت اق 


الترويق (وسائط) 5ألعع حك عمتمدء01) 
تحاليل تستعمل في عملية الترويقء منها الزايلول. البنزينء التولوين 
والكلوروفورم. 
000 مع 12111 


عملية يقصد منها التخلص من الصبغة الزائدة» ولذا فإنها متصلة بالصبغ 
التراجعي ويعتير الكحول الحامضي أحد أبرز وسائط التمييز. 
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تولويدين الأزرق عساظ عمء 10110 
صبغة تتميز بالقدرة على التحول اللوني للأنسجة المصبوغة بها. 
- 
جليسرول لمنوعء:01 
وسط تغطية للتحضيرات المجهولة المؤقتة 
جيلاتين متنواء © 


وسط تشريب وطمر للأنسجة المروقة.» وهو مفيد لأن باستعماله يمكن تحاشي 
تعريض الأنسجة للكحول الذي يذيب الدهنيات. 
3 
حقن ملاع [10آ 
يقة لثبيت الأنسجة بواسطة حقن المثبت يجوف حيوان صغير. 


حامض الخليه لعل غناءء4 
مثبت يدخل في تركيب كثير من المثبتات مثل مثبت بوان بحيث يستعمل كعامل 
مضاد للانكماش. 
ز 
زاوية الخلوص عاعدة ععمقنوء1) 
الزاوية الموجودة بين حد السكين وبين قالب الشمع وهي تتراوح بين 5و درجات. 
زاوية القطع عا31 111 
الزاوية التى تحدد ميل السكين بحيث يكون الحد القاطع غير مواز لقالب الشمع. 


زيت خشد الأرز 0 78786000 نرولع0 


ولكن ارتفاع ثمنه يكاد يقصر استعماله على اغراض البحث فقط. 
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الزايلين 271 
وسط تقليدي لترويق الأنسجة المزال منها الماء وهو رخيص الثمن وسهل 
الإزالة من الأنسجة. 


س 
سلويدين عتلتملاء) 
وسط طمر للأنسجة المروقة وهو لا يتخلل الأنسجة وإنما يحيط بها. 
ش 
شريط 12 


سلسلة من المقاطع التي تنتج عن عملية التة لتقطيع. ويكون وضع الشريط الناتج 
يمكن الحصول عليها من هذه العينات . 
شمع البرافين 1121 لالقوموطم 
وتتراوح درجة انصيهاره بين 58-2 م. 
ص 
صبغ ايلك 
خطوة في التحضير المجهري تلي تحميل المقاطع على الشرائح الزجاجية 
ويقصد منها إدخال فروق في الطول الموجي للضوء النافذ من المكونات المختلفة 
للنسيج المدروسء الأمر الذي يؤدي الى تمايزها وسهولة دراستها. 
صيفة ف 
مادة إما طبيعية أو مصنعة تعطي الأنسجة لوناً معيناً بعد معالجة هذه المادة كيميائياً. 
صبغ تراجعي 515 ع اأؤووعععع11 
طريقة تصبغ بها مكونات النسيج أولأ ثم تزال الصبغة الزائدة. وهي شائعة 
الاستعمال.» وتصبغ النواة عادة بهذه الطريقة. 
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صبغ تقدمي 1 أ لازووع 1ع 0ط 
طريقة تصبغ بها مكونات النسيج بالتدريج. ويصبغ السيتوبلازم عادة بهذه الطريقة. 
صبغ حيوي انالك العا فا 


صبغ العينات البيولوجية بحيث تبقى حية. وهذا عكس ما يتم في الصبغ التقليدي. 
وتسمح هذه الطريقة بدراسة النشاطات الحيوية الخلوية. ويعتبر اخضر جانوس أحد 


صبغ حيوي داخلي “ابللاتيك ال امتشننناا 
طريقة صبغ حيوي تتم بحقن الصبغة داخل الكائن الحي بحيث يمكن معرفة 
النشاطات الخلوية. 
صبغ مباشر 516 اأعع 1011 
طريقة صبغ تتم بوضع النسيج في محلول مائي او كحولي من الصبغة دون 
الحاجة الى وسيط. 
صبغ غير مباشر 1 أعع 1201 


عملية صبغ نتم باستعمال وسيط يسمى مرسخ الصبغة ويكون الوسيط 
منفصلا او مضافا لمحلول الصبغ. 
صبغ كلي 56 عااناظ 
طريقة صبغ الحيوان بأكمله او عضو كامل منه دون تقطيعه خاصة في حالة 
الأوليات والقشريات والأجنة الصغيرة. 
صبفات الآزوت 420-05 
صبغات يكون حامل الصبغة فيها مجموعة -71-/2- ومثال عليها اخضر 
جانوس 016612) 131115 المعروف بصبغة للميتوكودريا. 
صبغات الكوينونويد وع(12 01502010 
صبغات مصنعة تحتوي على حامل اللون 01112010». منها صبغات هيماتين 
٠ 7612816185 5‏ وصبغات أنثراكوينويد 07865 32]81201112010» وصبغات 
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زانثين 32586265 ومنها صبغة إيوسين شائعة الاستعمال. وكذلك صبغات 

ثيازين 5علا0 1132126 الهامة في صبغ البروتينات النووية. 

صبفات النيترو 105 مازلا 
صبغات يكون حامل اللون فيها مجموعة :7/0- ويعتبر البكريك (ثلاثي 

نيترو الفينول) مثالاً عليها. 


صقل 200000 
عملية يراد منها تلميع حد السكين بعد تجليخه وذلك بإستعمال مشحذ 
جلدي. 
طّ 
طمر 11115 


خطوة لا بد منها لتقطيع النسيج الى مقاطع رقيقة. 
43 
غسل نا 
مرحلة من مراحل التحضير المجهري يقصد منها إزالة بقايا المنبت حتى لا 
تؤثر على العمليات اللاحقة مثل الصبغ. وهي تتم بواسطة محاليل مثل الماء او 
الكحول. 


ف 
فولجين (طريقة ) لطاع 'مععابء ]1 
يقة نسيجية كيماوية لإظهار ال 122/4 في الخلايا. 
فورملدهايد 110 


مثبت تقليدي يتوفر تجارياً كغاز مذاب في الماء بدرجة تشبع تتراوح بن 30 
و 40/ . ويعد يعتير محلولا لمشبع منه كفورملين 100/ . وهذا المنبت شائع 
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الإستعمال لثباته وسهولة تحضيره واعتدال ثمنه وقدرته على النفاذ السريع الى 
الأنسجة. 

ق 

قرمز المعسصتطء6) 

صبغة طبيعية تستخرج من جسم حشرة 03011 006615 التى تعيش على 

نبات الصبار وهي صبغة جيدة للنواة. ومنها تستخرج صبغة 20610031511926 شائعة 
كَُ 

كارنوي (محلول) لذن د'لإمصعة 0 

من المثبتات الكحولية» جيد لتوضيح الجلايكوجين. مدة التثبييت فيه من 3 الى 6 

ساعات وبعد ذلك تغسل الأنسجة بكحول مطلق لفترة تتراوح بين ساعتين وثلاث 


الكحول امطمعام 
وسط تثبيت وإزالة ماء» ويستعمل بتركيز مطلق كأحد مكونات مثبت كارنوي 
الذي يثبت الأنسجة الصغيرة بشكل جيد. 


كلارايت ع0 
وسط تغطية للشرائح. 
كلوروفورم للا ا رافق 


وسط ترويق جيد للأجنة والجهاز العصبي يتبخر بسرعة في فرن الشمع . وهو 
مرتفع السعر. 


اللون (حامل) 0101001101 
مجموعات كيماوية ملونة تضاف الى حلقة البنزين» منها الكوينونء الآزين 
والثيازين. 
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اللون(مولد) 22001101 
مركب مكون من حلقة بنزين وحامل اللون» وهو لا يصبغ الأنسجة إلا بعد 

إضافة مساعد لون له. 

لون (تحول ) انان انا نا 
ظهور ألوان في بعض مكونات النسيج تختلف عن لون محلول الصبغة 

المستخدم. وتعتمد هذه الظاهرة على طبيعة الصبغة وخصائص مكونات النسيج. ومن 

الأصباغ المحولة للون صبغة ثيونين. 


مرسخ الصبغة 10 
مادة وسيطة بين النسيج والصبغة تساعد على ثر سيخ الصبغة بمكونات 
النسيج. ومثال على ذلك شب البوتاسيوم وشب الحديد. 
محب للحامض 
وصف يطلق على مكونات خلوية تحتوى مجموعات قاعدية وبالتالي فإنها 
تشبت الصبغ الحامضي. ويعتتر السيتوبلازم مثالا على ذلك. 
مثبت يذب ذا 
محلول يسمح بالحافظة على مكونات النسيج من حيث محتوياتها وترتيبها الموقعي 
وذلك بمنع التحلل الذاتي للنسيج» وكذلك منع التحلل الناجم عن عوامل بكتيرية. 


عتالتطمه10عم4 


مزيلات الماء 15 
محاليل تستعمل لإزالة آثار الماء من الأنسجة المثبتة» مثال الكحول والأسيتون. 
مساعدات اللون 00 


مجموعات كيماوية تضاف الى مولد اللون ليتمكن من صبغ الأنسجة. ومن هذه 
المجموعات 011- , 112/!- ,00011 


با فاتك 


مسح (فرش) 
طريقة تحضير شريحة مؤقتة او مستديمة من سائل حيوي (كالدم) وذلك بفرش المادة 
المعنية على الشريحة لتكوين طبقة رقيقة تصبغ فيما بعد. 
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نظير البلاستيك ام3 231 
وسط تشريب وطمر وهو عبارة عن خليط من الشمع ومبلمرات البلاستيك 
يساعد استعماله في الحصول على مقاطع بسهوله. 
نماذج كاملة 5 11/101 
تحضيرات لكائنات مجهرية ورقيقة كالأجنة الصغيرة والأوليات والطفيليات. وفي 
هذه التحضيرات تجري عمليات التثبيت وإزالة الماء والترويق والصبغ والتغطية. 
هو 
هرس (دعك) 511 
يقة تحضير شريحة مؤقتة أو مستديمة من مادة بيولوجية ليست رخوة بما يكفي 
لفرشها على الشريحة وليست قاسية بما يكفي ليتسنى قطعها وفي هذه الطريقة تفصل خلايا 
النسيج عن بعضها بمعاملة النسيج بمادة مناسبة ومن ثم يضغط على الغطاء الزجاجي. 
هيماتوكسلين لاجم 11 
صبغة طبيعية تستخرج من خشب شجرة بقولية 031026113110192 وهذه 
الصبغة شهيرة كإحدى الصبغات النووية التقليدية؛ وهي متوفرة بعدة صبغ مثل صيغة 


5 وصيغة 113106028312 وصيغة طء 1اتطظ. 
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